Flavonoides del género Sideritis (Lamiaceae) por HPLC by Palomino Ruiz-Poveda, Olga María
 
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID 
FACULTAD DE FARMACIA 
Departamento de Farmacología 
 
 
 CIPIOS ANTIINFLAMATORIOS DE 
T PRINCIPIOS ANTIINFLAMORIOS DE 
Flavonoides del género Sideritis (Lamiaceae) por HPLC 
 
 
MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR 
PRESENTADA POR 
 
Olga María Palomino Ruiz-Poveda 
 
Directores 
Ángel María Villar del Fresno 






ISBN: 978-84-8466-903-6                      © Olga María Palomino Ruiz-Poveda, 1995 

Ll. Angel M” Villnr del Fresno. Catedrdtico de Farnmologin de la Fncultad de 
l~urmucit~ de IU Univcrsiclnd ConqAutense dc Madrid. y Dila M” Emilia Carretero Acctune, 
l>ro,l‘csor ‘I’itulnr de Ikmncolopin de In Facultad dc Ftumncitt de la Universidnd Con~plutense 
de M11clr¡tl. 
Que In mernoriu tiUht “Flavonoidcs del ühero Sihifi.s (Lmritrccne~ 
por 1 II’IL~“. renlimdn por In Licencindtt en Fnrmucin DRn Olyn M” Pnlomino I¿uiz-l~ovcdtr. 
IU sih Ilcvuda t\ ctibo bftjo nuestra inn~ediflh clirecci6u y tisesortuiiiento, 
Cuncluido el waba.io experimental y bibliogrt%o, nutorimnos su 
prcscnttlcii,n ptirn que sctt juzgtrdii por el ‘I’ribunal correspondiente. 
Madrid, ranrzo I 995 
Anycl M” Villw clcl hcsnu 
Deseo expresar nii IIA sincero sgradecmiento, 
A LI. Angel Mn Villar del Fresno, por su direcciún y sus CO~S~CUWX 
oricnlilcioncs y cmsc,jos duriuite In rcolimcibn de esta Tesis Doctorfll. nsi cm0 por su intert% 
uuiio ii nivel prolèsionul como persoml. 
A I\4” Emilin Cnrrc(ero Accame, por su estimulo y apoyo cousttmtes, nsi como 
por ~ruusmihmc su ks6n cn el trabajo cotidhno y su carino por Iris plnncns. 
A Iu Dra MOnicn Sdllhuber Kretzer, por su interés y nyudn en In eluciclaci6u 
csIrucmr4iI de los compucslos nisloclos. 
A III Drn Pilar G6mez-Serrnnillos Cundrndo. por hbermc brindndo su ayudu, 
que cwsidcro innprccinble, y, sobre toclo, su runis~nd, tun neccsarin eu nlgunos motncutos del 
desarrollo dc cstc Lrahjo. 
A C.hrmen Ayuga ‘I’6llez y KIWIII Slowing Bwillns. comprulcrns y amigas. 
A todns lus pcrsonns de este Depwuncnto de l’nrmucoloyia por su 
cc~lllpt~ncrislno. y CII especial u Mnrtn Znrwldieh, y n In Dra Amparo S~nclw., por le 
cspcricnciu comparticla en I~I sflle de III~LC. 
A mis padres, por su ayude y comprensih. 
A I~crntundo. por su pacicncin y el equilibrio que me ha inlhclido. y EI mis 
hijos. Alonso y Cristino, clc quienes espero que en un futuro comlxenclan y disculpen el 
licmpo que les he robado. 









lll.1.- ~4l::‘I’Ol)(:)l,O(,iiA ANALí’fICA . . . . . . . . . 91 

1,. lN’I‘ROL)UCCI~N, JUSTIFICACl~)N Y OBJETIVOS 
El &hxo Sideritis (Lminceae) abmtt mtk de 140 especies bothicns 
distribuidns por todo el litoral nwditerrtheo europeo y nfrican0, incluyendo el archipit!lago 
canario y lus islas Ivledeirtr. 
Vnrias especies del Género son empleadas en medicina popular eu distinm 
regiones cspnfiolns. fundnrilen~almel~~c en la zona de Levante y Is provincia de Alrnerin. Su 
no~nhrc popular es cl de “Rabo de gato”, y su prcpmci6n CII forma de inhsi6n se ndministra 
cono illl(iillI11lt1~Lltorin, diyestiw, nutin~icrobinna y nutiulcerosn. 
I:s ~111 Wnero que nbarcrr especies bokhicas de difícil clasikncibn taxon¿mica 
debido ul clevt~lo nhncro de hibridaciones que se producen entre ellas, lo que origina 
tnulticud dc subespecies. variecledcs y forms. Su clnsificncih~ es ttul problemliticn que ~m~cl~t~s 
cspecics rccihcn clos o mtls nonibrcs diferenW3. 
Iho ha hecho que ~nucllos itwestigadores, ndent~s de atender ti sus cnrnc~eres 
boltitkm. prwcdt~n oI ttntilisis li~oyuimico de Iris distintas especies pnrn disponer de uuos 
criterios n~hs esuctos pnrn su clasihcibn bothicn. 
Desde cl punto de vista fnnnacol6yico, el Ghero Sideritis prescnm unn 
mnrcndt~ rwividud. y as[ SC han Csluclo con~pucs~os de natursleza terpenoide (borjmiol. 
nndr~~lusol. cnt-cirsirleul)) y Ilnvonoide (sideri~oflnvonn, hypolaetinn-8-0-P-D yluchido) cm 
utui imporkinlc ticcih nntiii~lltitiitiloriu. 
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Son. por hnto. los objetivos de este trabajo de investigación: 
1. - Identificncih y vnlorncihn de los principios activos de nnturaleza Ilavonoide 
prescnks cn el mayor nlin~cro posible de especies del (ihero Sideritis que 
crecen en l%pnilo. 
?.- Aislnmiento dc estos compuestos. 
3.- Velideciún cientifica de la actividad ntribuidn LI estos especies por cl uso 
populnr II travh del conocimiento de le composicicin y riqueza de sus 
principios activos dc nnturalem flavonoide. 
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II.- REVISI¿lN RIl3LIOC;R~FICA 
11.1.. ESTUDIO BOTANICO 
Sworro y col.. 198úb y Rivcrfl y col., 1990 refllimn unn divisih del Chhero 
hnsndn ai cur:~cleres mrlòl0gicos con1o Iti cubicr~fl de pelo, ci~olbyicos c01110 el niuncro de 
~r~~ii~~~«niu~. y tluhikxs, conio lu presencin de ciertos fluvonoides y weiks esenciales, « bien 
stilu eshs id~inw. Asi, el CiL<nero S’itlwi/is se divide ell seis secciones. CU;IUO de cllns 
pcrellllcs y dos lhllnclns p«r plnlllns llllLl4llcs: 
SccciOn I~ttt/tecloclett/~.~is. End&nica dc Mwnronesi~l. 
Scccidn A~~tr~tthias/rttttt (Mocnch) Bend~ Endhicn de 
Macamwiti. 
%Xcihl hit~Jcr/oc/crt (hI*.) hxith. sc locnk?fl en Itillie. 
hlcmies, Ishs I:@s, ‘I’urqula y Cercano 0riente. 
Scccihn Sidwi/is. I:hddunica de la regihn n~rclikrrthx Occiden~nl. Por el Nork 
llega liusla cl Jurn lixnc~s; por el Sur, liasln le corclilleru del Ahs en 
Mnrruecos; por el Oesk abarca husk~ cl cabo de Sm Vicente en l%mugnl, y p«t 
el WC cl Norte de Imlin en 13uropn y cl Norte de I‘imez en Africa. 
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IOOO) 
A su vw. In Seccih Sitlwiris se divide en quince subsecciones (Kivm y col., 
1. Subsec. Cit~zt~d~/kwtt Rivera & Ob6n. subsec. nov. 
I,,oculizttcic’,n: Sureste hpailn y Noreste Mnrrttecos. 
I~lav»n»iclcs: 7 alosil (l-+2) gluchsidos de crisoeriol, loteolintl y npigcnina. 
Ih\«n«iilcs tipo Ilwoplucinol sin sustituci6n en la posición 8. 
2. Subsec. 01artr Rivern & Obh, subsec. nov. 
Ikpccies: ,s, orw<r Cnv. 
S. bw,qitrc AndrBs en LOpez Pacheco et nl. 
1 .ocdizwAn: M«ntnilas del noreste de Illspníh 
3. Subsec. Illnlc~wc Rivera & Ob6n, subsec. nov. 
4. Snbsec. IhleKlr~/b/icl Rivera & Obtm, subscc. nov. 
Locnlizacih: Norte de AI’ricn. sudeste de Espni(a, bnse del Ebro. moncafins de 
Cnstilln. nork de Ikpniln, Pirineos, este de Frmcin, noreste de halia. 
IInvonoides: Cirsilineol, g-Me0 cirsilineol, xnntotnicrol, derivndos de 
isoscutclnreintt o liypohe~inn. 
5. Subsec. (i?a,t,loctapctc Rivern & Obbn. subsec. nov. 
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l.«colizsci6n: I:sprtila. Mttrruecos, Argelia y Timez. 
I~l~tvonoides: Vncuolnres del grupo de la hypolaetins. 
I .wulizucibn: l,in motitnflfls eti untt zona muy reducide del sudcsle espnilol. 
I~ltwotwidcs: ‘I’razas dc flnvonoides vncuohres, derivados de luteolina y 
ttpigcnitin, nsi como dc Iiypolnctinn. 
7. Subsec. Ltrctrhc Rivern & Obh~, subsec. nov, 
I.oculixt~cic’,~t: Norte de Andnlucin y sur de Cttstilla. 
l~luvonoides: Vtwolarcs, derivados de hypolae~ina. 
l%vonoides: Cirsiliol, 8-Mc0 cirsiliol, sideritoflnvontl. xantomicrol, 
isuscu~ehrcitm e hypolnetinn y sus derivados. 
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I,.ocnliznci6n: Suresk de Espníin y sur de Cntnlufin. 
10. Suhsec. hhorcsc~rls Kivern cri Ob611. suhsec. »ov. 
I,«ct~liznci61~: Sur cle In I~enl~wAa Ih6ricn y Marruecos. 
Ihmoidcs: Ilerivados de hypolnetinu 0 isoscuklnreiw. 
ll 
I~ln\~olll~ides: Clirsiliol. 8-M&) cirsiliol, siderik~ïlnvona. cirshrilina. 
stmtomicrol c isoscu~elurein~l e hypolnelina y dcriwdos. 
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12. Subsec. Lerrc<~n/lrtr Rivere & Obh, subsec. nov. 
I~luv«tioidcs: Cirsiliol. cirsilineal, 8-Me0 cirsiliiml. sidcritoflnvonn, 
xiintoii~icr»I e hypaliictiim e isoscutclnrcii~s y dcrivndos. 
[,oculizacih: Sur y este dc Espeiln. Diversidad en cl borde esle de In meseta, 
área de (hmdis-hze cm un centro secundario en MAlaya. Una especie en el norte de Africn. 
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I:lnvouoides: Sideritoflnvona, cirsiliol, 8-M& cirsiliol, cirsinmitinn. 
cirsilineol. sontomicrol e hypolnetina e isoscutelnreinn y derivados. 
14. Subsec. S¿wc~~c~ Riveru & Obh, subsec. nov. 
l3qxcics: S. .serrffctlff hg. 
S. jiqqnns Costn ex Rouy 
S. i/ic(/¿diu Wild. 
I,.ocaliznci6n: Este de EspAn en In zona de CntnluBa. Unn localidnd oislndn 
en In prcwinch de Albacete. 
I:luvonoides: Cirsiliol, sideritohvonn, cirsinmrititm, xnntotnicrol, cirsilincol, 
8-hkOl1 cirsilincol, S-dcsmtil nobilctinn, gn,rdeninn R e hypolnetinn e isoscutelnreiun y 
dcrivudos. 
Locillizncibn: Norte de Espnfin y sur de Francia. Centro cle divcrsided 
nlrcdcdor del Ebro (bmdn) y sur de los Pirineos. Locnlidnd nislndn en Sierra Nevatl~~ 
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l%\wnoides: Sidcritoflavona, cirsimnritina, cirsilineol, xnnton~icrol e 
l~ypoluch c isoscutelnreinn y derivados. 
II. I l.- Cmchxisticas del üi5ncrQ 
14 nombre del ,Wnero SihV~is proviene ehol6gicmente del griego sidcros, 
hierro. por IU ~erminnci6n dura de los dienks del chliz. El Dr. Font Quer, 1962, indico In 
posibilidad de que este nombre provenyn del dedo por los griegos n todns Iris phtas 
vulncrurins ctlpuccs de curnr heridas producidas por mnas f&rens, en griego sihos, por IO 
que vin« LI iden~ilicarse el nrmn que produce In heride cm el remedio. 
Rparecc en IIIIILIIS Iefioses, sufruCcosns, vivaces y nk mmente herbhcet& 
nuunlcs; inodorns, nronM¡cns o nmlolientes; glnbrns o 1n6s o menos cubierhs cle pelos 
kctorcs. glnndulnrcs o cglnnduhrcs. Hoja cnulinnres entcrns. crenndns, lobulndas o dentndas. 
dc lincurcs 11 wwins o cspntuhdns, scncndns o con Ihninn n[enundn en peciolo. hktet~s «WI- 
~rianpulnres, scnkircuhrcs o cordndns, con los nArgenes rntk o menos regulnnuenk denhdos 
y cn wusiones con IU pwk cenhl en forma de dienk sobresnlicnte espiniscente; brectcolns 
auscnks. Flores nyrupndw en verhcilnstros fornw~do espiyns laxas o en algu~ms owsiones 
clcnsus, con 0 Ilota, por lo ycncrul senhdas o sobre cortos pedicelos, tamolente bi- trilloros. 
CBliz ~ubulos«-ctl»lpnll~~lndo, con 5 dientes espinosos o subespinosos, igunlcs, subigunles o el 
supcriw iiioyor. con 10 nervios y frecucnkmenle tomentoso. hirsuC0 y gltuncluloso; In 
esisknch de u11 nnillo conhuo de pelos en su gargnnkl (cnrpostegio) es de smnn imporW~cin 
UI In ho~6nicn skkxn8ticn de es[ns plunk~s. Corola blnncn. amwillen~u o con mnbos colores n 
IU wx, rosndl~ o pUrl~ur~~, con tubo m8s corto, igual o iiyernmenk mnyor que el chlk 
hilabiuda. con lnbio superior patenk, pho o subplnno, entero o por lo general cscocndo en 
su csuwio, bilobulado; cl lubiolo ~ilobo, con Ibbulo cenlrnl mnyor y de mnrgeu en(ero o 
ligcranwn~e Escobedo. 4 eskmbrcs didlnnmos, inclusos en el tubo de la corola, siendo las 
antcrns de los soperiores con dos celdtx opuestas y dehiscentes. Estilo incluso, con runlas 
subiyunles. Núculas reclondendas co su hpicc. 
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Il~sistcn uumeros~s especies, leflosas en su mnyoria, extendidas por todn EspnRt~ 
dizn co montes y colinns. ~u~id~ncntaln~e~i~e en el este y sur de In Península. 
II. I .2.- mrlsticas de Iris est)ecies 
A continuncih SC recogen les cnractertsticas de las especies del Ghcro 
Sidwiris que serAn ob.ieto de nuestro estudio: 
Arbusto algo “f&icio” de I m. tallos erectos herbkeos, glnbrescentes. Hojas 20 
s I .S mm. lineeres, entcrns. Verticilnstros unidos en densas espigas. BrActeas inferiores 6-8 
s 6-I 0 mm: cl ctlliz normalmente C; mm, con anillo de pelos dentro; corola 6 mm, blnnca, cou 
linci~s rojns CII los lubios. 2n ai- 30 
Su nombre vulgnr es el de “yusanern”. 
: Indcmismo de In provincia coroldgicn Murcinno-Almeriense 
con CSCLISLI rcprcscntucih~ en el sur de Murcia (Sierre de Almcnnrn, Sierra de Canta...) y 
ubundunte en Almerla sobre calizns ctilca-d«lomlticas y marga alpqjhricles de los pisos 
bioclimdticos termo y mcsomeditcrrhieo inferior, en Ins sierras de Gciclor, Ncvedn cnlize, 
All~nmilln y CON prcscncin en Cabo dc Cintn. 
Arbusto hasta lm, erecto, Hojas 15-35 x I-10 mm, lincnr-lnnceoladns, dentndfls. 
Vcrticilnstros 4-20, cjistnntes, (i-10 flores; 8-15 x 8-20 mm, iguales al cúliz; &ste 7-9 mm, 
glanduloso con un circulo de pelos dentro. Coroln 8-13 mm, amnrillo o rosa phlido. 
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Mayo+mio IYornci61\: 
Aren eeorzrAfic;Q: Endemismo almeriense. 
Esh especie es considerada como sin6nimo de Sichri/iu prtsillo (Lge.) Pau. ssp 
olttwrirtrsis, por lo cual sus cnractcristicas botttnicas se recogen en el punto correspondiente 
II CSU illiima. No obstnn~e, dndo que ambas se han clasificado de forma distinta, decidimos 
esmdiarlas Iì[oquimicuincii~e por separado y comprobar así si realmente se t,rnta de la misma 
especie. 
Planta clc SO cm, “hirsuln”. Hojas 1 O-20 x 4- IOmm, oval-oblongas, dentadas. 
verde-grishas. VerGcilnstros 4-15. normalmente con G flores, bAcceas G-I 5 x 8-20 mm, 
iguales o menores que cl ch, dentadas. Chliz campanulado de 5-8 mm, hirsuto- glanduloso 
cw dientes subigunles. trinngulares. aristados, entre l/2 a igual longitud que el hbo coa un 
anillo de pelos clrntro. Corola g-10 mm, de garganta ligeramenle mayor que el c~‘~liz. labio 
superior blanco o amarillo p8liclo de extremo pla,no o bilobulado con 16bulos obtusos; el 
inlèrior amarillo. rtwo blanco, con cl Ibbulo central redondeado y sin escotadura. 2~28. 
m: Junio-ugos~ 
w: Costas mediterrhneas occidentales de Europa. .1 > <” 
I”lantn bastante conllichva muy prbximn a la “grex” prtsih. La unidad de 
estudio. su hhbico, cSpoca de floracih, ecologia y algunos caracleres morfol6gicos hacen que 
se incluya en el grupo hcrrhrc, aunque se considera perfectamente diferenciable de la ssp. 
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kwm//~rr. por lo que se recoge como variedad. 
I’lnnta de hBbit« verde-grishceo, con trillos erectos, de hasta 50 cm, 
extrellli\dillllcllIc: tomentosos. Hojas basilnres pequeflas de 16minn oval-oblongas con entrenudos 
muy cortos, lo que forma un conjunto denso, tomentoso-gltuldulosns, con los bordes 
reyuhrmente clen~udos en 4-G pares de dientes obtusos y aristados, ntenundns en un ancho 
peciolu: les ununles de los trillos florlferos clnrcunente mayores y mhs distancindas. 
Vcrticilnslros numerosos pero pr6ximos. BrActens suborbicuhres, dentadas en todo su entorno 
con los dientes de bese anchn y Inryn nriscn, pelosns y menores que los cblices. Chliz peloso, 
cn~nptmul~~d~~ dc lmsk~ 0 mm. con clientes subigunles. Corola de tubo incluso en el chliz en su 
totnliduil. de un blrmco sucio. 
w: Mayo-junio 
v: Ihdcmismo del Levante y Sureste peninsulnr. 
liscn especie es considerndn como shhimo de Sidwi~i.s horrrgeat~cr Doiss. el 
Rcu~.. Sin embnryo. nl ser rccolectndns fueron clnsificadas con nombres distintos, por lo que 
dccitlimos nnnliztuhs por sepnrnclo para comprobar si realmente son la mismn especie. 
No hemos encontrado ninguna referencia bothnicn sobre esia especie. 
Planta con pocos trillos floríferos anuales, lo que proporciona un hhbito de 
nspccto grdcil. algo decumbentcs, endebles, albo-tomentosos. Hojas estrechas, enteres o con 
c~lgim MhI« incipiente, agudas, ylandulosns, mucronadns, lo que junto a su rigidez les torna 
algo punz~u~tcs. Verticilnstros distrmtes, pequefios, con 2-3 flores aunque lo general son 2. 
Brkteas prqueilas con diente central de contorno triangular, prominente y agudo y 3-5 pares 
dc dientes Internles. CBliz campnnulndo, peloso-gltmdular, con dientes algo curvados hncin s11 
interior, ligernmente mayores que las brfictens. Corola de labio superior mayor, profundnmente 
bilobulndo: cl inferior con Ibbulo cemrnl prominente de contorno redondeado y los loternles 
0lgo curv~~dos hncin el interior. 21~26 
Eti: Mayo-junio I 
Am: Endemismo de hs provincias de Albncete, Ahuulte, Almería 
Plun~t~ de h6bito camefltico, intrincndo-lefioso en su base, de pequefios troncos 
tor1uosos y l~lunquecinos. ‘I‘allos nnunles finos, erectos, bla»quecil~o-verclosos, de hnstn 50 cn1 
dc altw con pelos cortos, ganchudos y rctrorsos en su zona folinr. tomentoso-hirsutos en In 
inllorescencit~ con polos sulientes. crispnclos, de host~1 l,.5 mm, de extremidad vitiforme. Hojas 
ltu~col~das LI ovtll-laticcolnclas de 8- 12 x 3-5 mm, glabros o subglnbras, glnndulosas, de 
tosc~~mc~~tc cren&s CI rcgulnrmente dentadns, con 3-6 Ibbulos obtusos, múticos por margen 
y cl centml mucronado; uninervndas, con el nervio principal rrunificado en su parte ext,rema. 
Verticilnstros distnntes con 6 flores, 13rActees ovales o reniformes, peloso-ylnndulares de 3-G 
s 6-X nun, dentndns en todo su entorno, con dientes subiguales, ciliados y aristados. Chliz 
cn~uptu~ulndo, glnndulnr-peloso, de G-7 mm, con los dientes subigunles, t~rinngulares y cle 
extremidad nristnde, hinlinn. Corolas blancas nunque son frecuentes nl final de In antesis los 
c.jemplarcs co11 tubo y lubio inferior amarillentos; labio superior de extremidad entera COU 
ligew muescn 0 profundamente bilobulado y el inferior menor, con el lóbulo central 
redondeado y letereles obtusos y ligeramente: acuminados. 
I:lorncihl: Enero-abril 
Arca : Endemismo heriense sobre mnrgns y calco-dolomlas de los 
pies dc monte de las sierras de Ghdor y Alhmilla. 
10) Sidw~fis ihnnyezii Pau. = Si~eri/isJlmlovi~~n~ (Rouy) Rivas-God.& 
G6mez-Gnrcln = 5WMi.s i/orci/oni Sennen = 
Sidcri/i.s prrsilla (Lge) Pau. ssp. j7movircns 
(Rouy) I-1.7’. Mnlngnrrign = Sideritis lorrconrltrr 
Cnv. VW. Jlmwviwa Rouy = SiderMs prsillrr 
(Lge) hu. var. ./hovirens (Rouy) F-Q. 
I’lm~tn sufruticosn cle hhbito cntllcntico-iutritlcnda; tallos florikros anuales de 
~IISC~~ 60 cm, crcctos, grhciles, dc tonnlidnd verde-amarillenta, variable desde el inicio 01 Iinnl 
dc In tmksis, mOs o menos glanduloso-viscosos; entrenudos foliares con pelos cortos, 
incurvodos hncin la btise, nplicnclos; los florlferos con este mismo tipo entremezclados con 
olros mhs largos (de 0,5 n 0,7 mm) patentes 0 nlgo retrorsos como los cortos. Hojas linenr- 
Iw~oludas cle 7-20 x I-5 mm, uninervndns, con nervio central remifkado en 3-S rnmns hacia 
los 16bulos mnrginnlcs o bien can la pnrte dislnl espntulnda y atenuada en mi largo peciolo 
ciliedo en su bnsc, ghndulosns, creando-dentadns con 3-5 16bulos obtusos por mnrgen en su 
pnrtc discnl y el centrnl mucromndo. Verticilestros distantes 5-10 con 6 flores. l3r~c~1s 
scini«lhiculnres dc bosc cordndn, peloso-glnndulnres. de hastn 7-10 mm, mhs corlas que los 
chlices, inciso-dentadns en todo su entorno, con hasta 12 dienles por margen, subigunles. 
ciliild»-aristndos. CXliz 5-g mm, cnn~panulndo, hirsuto-glr\nduloso, con dientes de nnchn base, 
triangulnr-nristndos. Corola 7-9 mm, nmorillentn, con tubo glabro y claramente sobresaliente 
del chliz; labios de dorso pubcscentc. el superior erecio-patente, de hsta 5 mm, de exwano 
tlcsdc ligern o prokmclomcn~e escotado, con lóbulos agudos y el labio menor trilobulndo con 
cl 16bulo medio dc margen redondeado, algo curvedo y ligcrnmenk escotado. Nticulns de 2 
x 1.7 mm, ovales. 211s 32 
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l:loraci6n: Muy dilata@: Enero a junio (Vc?lez Rubio) 
Distribuci6n aeonrnfrca: Endemismo del sector lorquino-verense, sector 
almeriense. provincifl coroiQgicn inurcituio-almeriense. 
I 1) SideriUs ptrsilln ssp. pusilla var. grmmcnsis = Sitlerilis ,ptcsilla var. 
grntttrkwsis = Sirlerilis gronnlensis = Sidedis 
hirsiuu var. grmtntorsis 
IXI Dr. Pou, 1916, pone de manifiesto su semejnnza con In variedad altneriotsis. 
si ~¡CII coo los tallos mBs robustos y afelpados hasta la base. Por sus hojas nxk nnchns, 
regulwmcntc dcnk~dns o crenndns de 16bulos agudos, aristados. Verticilastros mayores y m6s 
pr0ximos que en In vnriednd rr/tttcrietrsis, lo que dn a In inflorescencia un nspecto I~'IS denso. 
Corolns blmxs con cl labio superior entero o muy someramente escotado. 
m: Febrero-mnyo 
m: Endemismo de las sierras calizns pr6ximns nl litoral de Iris .I“, a,.- 
provincic~s dc Almerla, Grnnnda y MBlnga. 
12) Sidwi~i.s /ctrcc~n~/ta C~IV. vnr. inca~n (Wk.) F.Q.= Sideri~is incwnrt L.. 
= SiclcMs linectt$ditr Wk. var. incnno Wk.=: 
Sidcriris le~rcon~hct Cav. vnr. parrciden~n~a Willk. 
:=a Sideriris lertcm~ha Cnv. var. in~grtQ”olia Coss. 
I’lank~ tomentasu, “blunca”, de 30-60 cm, perenne. Hojas 15-40 x 2-4 mn, 
Iinwrcs. owl In~iccolflclfls o espnttilatlns, enteras 0 con r~lgunos clientes pequeiios. Verticilnstros 
distomes. pcquefios y numerosos en los que destectm las brkteas punzantes nl final de In 
untesis; COII 6 Slores. Brbcteas inferiares 3-10 x 2-8 11m1, IIIAS cortas que cl cbliz; &tc es 
canqmult~lo, de 4-,8 nm, peloso-glandular con los dientes triangulares de un tercio de la 
longitud del tubo, wistnclos. 1~ corola 8-10 mm, poco saliente, con labio superior blnnco y 
bilobuh~clo; el inferior con i6bulos lnterales agudos y el central, redondeado, de color citrino. 
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bilobulado: cl inferior con Idbulos laterales agudos y el central. redondeado, de color citrino. 
2n=26. 
Floroci4~: Abril-julio 
&zn mxxm%kg: Endemismo de las provincias de Granada y Almerln sobre 
terrenos ahos de la provincia corol6yicn Castellano-Mnes~r~go-MNlchega que comprende el 
noroesk granadino y el norte olmcricnsc. 
13) sit/wifis ci//etrsi,s 
No hemos encontrado ningu,nn referencia botánica sobre esta especie. 
Para algpnos amores es un 1w6n no admitido con In categoría de especie 
(I+zywood. 1% I ), au~iquc si debe ser considerado con10 tal. ya que es perfectamente 
dikrenciablc dc S. /cr~ccurhr Cbv. y AT Iri~~tcr L. (especies entre las que se considera 
intcrmcdiu) yunto por su hfibho como por IU forma de los k11los. pelosided, hojas, brktens y 
corolas. 
,S. pi~si//a es una plflnln m6s evolucionadn que las anteriores. Su aspecto 
eSIrL’iiii\dlinicIltc Icf~oso, t,roncos redondeados eu su mayoría, hojas y brkteas pequel’ias y 
dencadus. Iloruci&~ muy temprana, ck, son aclupk~ciones a climas Bridas y suelos 
empobrecidos. La esistcncin de sustancias repelentes es UXI adnptaci6n dcsclc el Mioceno- 
Oliyuccno orienwia hncin UIUI lucl~~ por In supervivencia en Ia evoluci¿w conjunta del sistema 
planta-herhivor«. 
1::s cnrnckr[sticn In presencio en In inflorescencia de pelos largos mBs 0 menos 
sulientcs c11 mezcla con otros cortos aplicados. 
Camcfi~o sufrutcscente con tallos anuales de hasta 65 cm, tomentoso-hirsutos 
CII IU inïlorescw~i~. Hojas ovales, espatuiadns o lanceoladas, lobuladas. BrActens subcirculnres 
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« renit’ornws. nserrcrdus en todo su entorno. Corolns bhnquecinns o mmrillentns. Phntns del 
sector lllnlerictlsc. 
No hemos encontrando ningunn rekrencin botknica sobre estn especie. 
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Sfderitisr pusilla ssp almerienais Pau. 
Sideri tis ibanyezi i Pau 







Sideritis laiflora Por!za et Rigo 
:_,s 
:” Sideritis leucantha Cav. ssp incana var meridionalis 
,;,;: 
El WU~¡« ~~~o<~uIIGxI de nunwrosas especies del CiBnero Siticritis ha puesto 
de manilicskt que este Wncro cnrcce de nlyunos principios activos como son los alcaloides, 
antrt~cluinonns, supinos gálicos y cunuuinas volá~ilcs; ademAs, es escaso o nulo su contenido 
cn resinns y Inckms. 
I.os principios activos n& abunclnn~es son los flnvonoidcs; tnmbittn es 
irnp«r~~rn~c su conwnido CII taurinos cn~!quicos y ccrpenos, y menos, cl dc aceito esencinlcs 
y snp”llúsillos (Vill~U 1’ col., l9S41). 
1 .OS Ilwwnc~idcs nitk liwuciitcs cn In fflniilin Luniinccne son Iris flnvonas, 
flnv«nolcs. Ilwu~~u~os y dil~idrollavunoles (4kqu~onolcs). 
Iknkn dc CS~R IRmilin, los sustituyenrcs nifis comunes en los distintos cnrbonos 
son los sipuisnlcs: 
cs1 - OH, OMc 
c’, ” 011 
(~‘,* - 1IH, 0 susliluido 
C’., - W. 0 sustituido. muy frecuenkwcnie por ttzilcares 
C,‘.$ - sustimci6n Ikwnle; muy cartrclerfsticos los R-mcloxi derivndos 
C:.- O- sus~itucici~r. I’ut~tlflmetitnlmcn~c nieloxilo. 
(‘,,.- sin 4’“O- suslituycntcs cn el 40-50 % de los flavonoles 
c’,,.- 0” sustilllcidll 
Dodo que cl estudio de los c«mpues~~s flnvbnicos del Ci6nero Sitieri/is cs cl 
objeto dc CSIII ‘I’csis Doctotal, estos SC abordarkn en profundidad en un ct~pitulo aparte; 11 
continuncic’m SC rccogcn 10s llwonoides nislndos B partir dc distintns especies dc este G&wo 







Ik acuCrd« cou los resuhdos obtenidos por Villar y col., 1985c. se encontrh 
~11 esqucm~ comim de distribuckh de las metosillavouas en un buen nihero de especies 
estuciiatlils: S. clrl,~u.Sl~$di~l lf hS CSpCCiCS prdximns S. Jolkifrw y S /~trgorig~~w~~l, y. por otra 
parte, S /c~rcrrtrtlrtr. 1~s diferencins eutse ellos son ~610 cunntitativns. S. fqwiplalrrtu I~OIVI 
se distingue dc S. rr~<r~~o,‘i,srrnfr»~ / cr~~c’,‘i~~carro,l por tener 8-mecoxicirsilineol, 
S. iwtrw y S. .ScortlioitlCs se diferencian de las olras especies por In auseticia 
de fla\or~~s lihrcs. S, ,icf~‘~~~f~nrhrctrsis~~i.~i.s se encuentrS en posici6n imermedia con respecto 21 s11 
conknido CII Iluvon~s. y eurccc dc sidcritoflavou~~, In geninn m8s carncterlsticn del @ero. 
S ufrf,~rorrrmsìs se distingue por In riqueza en metoxiflavonns en el eslrnclo 
I~excinico y w ~~uscnciu en cl cshxcw clorofbrmico debido 11 In mayor lipofilitl de IAS flavonc~s 
prescnks; CS mnyorikuk1 IU S-dcsme~ilnobilctina. 
IA mayorln de los Icrpcnos aislados del Ohero Sic/e~i/is pertenecen oI 
yrupu LIC los 110 volthiles (dikrpcnoidcs). 
Andnlusol. siclerol, eubol y riberol fueron nishdos n partir de especies de este 
cihw asi comu el borjn~riol (Villar, 1091; Villnr y col., 1984~1; Bnrberh y col., 1087; 
Kodriyucz y WI.. 1073; I,,npcz-l’curiCy». 1901 ); este último Se obhvo en primer lugar a pwlir 
dc sithi/is nrrc,~~o,r~~,,si.r uotju ) Sitlwi~k prcsilkr ssp. Jlm~n~iw~~s . demostrando poseer 
nc~ivihl sobre mt~dclos espcrimct~~ales cle inflnmucibn ayuda sin el’echs irritantes yilstricos 
(lhlriguc~ y col.. 1073; Villar y col., 1983; Vihr y col.. 1984n y 1984b). 
I,Iinz y col.. 1 WI realizaron uo estudio sobre agentes an~imicrobi~mos oislaclos 
II purhr dc especies dc .Wwiris esptuk~lus, como rcsultndo del cual se obtuvieron una serie de 
dikrpcnoides nc[ivoS rrCr1tC II bac[eriuS ci+ (,S/ap/7~,/ococcr~~ allrL>f~t.Y, Brrcihs srrblilk 
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J\~~:~~(~O~~~‘/~~ri~~f~~ phlt i) y, en ~lptt~~os cnsos, tn~nbitin frente R levaduras (Chfjh ~r/hiccua). Se 
obscr\.ij que cl propo I .3 diol CS cl responsni~lc de estn actividnh; otro grupo hidroxilo en la 
n~olhxil;l producs uruh dismimrci0n drhsticn cn In activiclad antimicrobi~mn. Por otro Indo, on 
grupo ucetosilu itwemcnttt IU cwtividt\d inhibitoria. El I-acetiljntivntriol es el primer 
ditcrprnoide nuturtll cwr-beycrtinico COII nctividnd nntimicrobkmn. nunque su potencia es 
insulicicritc ~~mlo pnrn Su Utikmic\ll el1 terflph hu11i~~ (Cìncia de Quesndn y col., 1975). 
r\ partir dc las ptutcs cwhws de A’ihriris prrsillrc (Lnnge) Pau., se obtuvieron el 
I,I7-tlilicctilsitlcrit(~l, 1, I7-dincetil.ietivatriol y 1.12. diecetiljativnt.riol , Ademtk, se 
idcntilícnron los conq~ucstos yn conocidos tobnrrol. l2-ncctil.jntivntriol, I-z~etiljntivatriol. 
isosidcrit«l. I-ncetilsitlcritol y scrrndiol (Clarcln-Cirnnndos y col., 1982 y 1984). 
Sc cstutlioron los componcntcs tcrphicos de dos especies del Gdnero Sidwi/is: 
Sic/cvitis /wsill~r (I mgc) I’nu. ssp. ,fltnwircrrs (Rouy) hhlognrrign y Sicfwi/is /arrcm/ha Cnv. 
wr. ,/ltrwMwrs huy. con ob,jcto dc clrvilicw los continuos problemas phntendos en su 
clnsilìcncidn lwthicn. A partir dc esta Ultinrn se obtiemn tres comlwcstos moyoritnrios: 
linwul, sido1 y lhliol, Los componentes terpdnicos clc Sc/wi/is prrsilh ssp. ,flovcJhm~ son 
nm~~ tlistitrtw: 7-ucetilpusilltrtri~~l (nislndo turteriormente de Sidwi/is prrsih (Lge) Pnu.), 
ttutcwl (ohtsnido por primcrn vez II pnrtir de Sidwi/is pvnd~jhr~r), pusillntriol y e~~~-7cr,~lX 
dihidrwi- 1 il(~-ucetosiheycr-~-eli~~ ((ilvcin-Cirnnaclos y col., 1984; Gnrcia de Ques& y col.. 
1071: RillX\lllll y WI.. 1074). 
I’ostcrinrntct~tc. SC obtuvieron cntorce ticetntos liidroxibeyerénicos, UII cru-kw- 
I S-CIIO (sitlcrol’) y LIII nt~cvo cw7tr. 18 dihidroxibeyer- 1 Seno (flavovirol) w partir dc Siclerih 
/)Mvilltr ssp. ,/ltr\rr\Wrt.r (Cirircln-linnlncli~s y col., 1984). 
A partir de Si&i/i.r wroi nijnrcnsis se obtuvieron Iu.4a-oxi-61.acetoxieudesmano. 
I Il-l~idroxiclldcsnl-3,5”dien», la,Str-clihiclroxi-Ge-flcetoxicudeJm-4,( lS)eno, y ó(l- 
Ilitlrtrsicutlcstll. l.J-dien-Sonn. (Chbrcrn y COI., 19X8). 
A partir clc Sit/wi/is wroi ssp. crro/recfrmii. Cìurciu-Chnados y col., 1989, 
oht~~vierot~do~scsq~~ite~~~c~~osur~~t~~ntlet~dr~ïn«s: 4~,9~~-dil~iclroxiarot~~adendrano(sesquivnrotlioI 
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1 (1 ciis~m~l L~IC nislndo de Sirlcri/is clis/rrns; el chiclo del orf- 1 G-hiclroxi- 13”qi- 
manoíl«. un n~~cvo dcriwclo del Gd» de UI/- l3-c~hnnt1oilo. B partir del estrncto luxhico 
de Sitl~~ti/i.s,irn~c~ltr~~rh>l’~rsis hu. (Vcnlurela y col., 1989; Alcnrnz y col., 1989). 
1.0s oceilcs cscnchlcs son cn pnrk los responsnbles de Is ncci611 bncteriosthticn 
y bwrericido cmihukh u CSMS espccics y que justifica su empleo en nwxlicinn populnr; asi 
mimo. wntrihuyw ti nic.imr lus cn~rnclerlslicns nrgm~olt!pticfls de su infusih Se hn 
den10srrutl~~ su uc~ividnil “iii vilr«” Iìemc ti bnctcrias Chin +, levadurns y micobnckrins. 
Son nuttwosr~s los co~~qxw~~s nislndos LI pnrtir dc hs hojas e inflorescencias 
de tlis~intus cspccics tlc Sit/wi~is UII~KJ cspe,fiolt~s corno clc otrns zonns del tiren mecliterrha. 
Ai11dumc1~~i1l111~11l~ ‘I’urquiu y Grccin (cn csk Ultimo pnls, In inlkSn cle cslus plantus sc 
demmhu “16 dc Iu I~~I~MW y SU co11su1110 esk91 tnuy estendiclo). 
I~iuricnilt~ del rwite escncinl dc SiduMs t~rrr~r«rlc~.sis. Viller y col.. 1OX4cl 
idcntihzmw 47 co~npucstos distintos, clestncnndo por su riqueza: U- y ~hpineno. nlirceno, A’- 
cflrwo. (l-IClondrcnc~. 1 ,tl-cincol. terpiwn-il-ol. a-copacno, I\-bourboneno, a-tcrpinil ncck~o, 
fl-curinlìlctu~. nl«-or*l~lladclldrnll«, cc-cubebeuo, ycrmncrc11o 13, S-caclineno, ncrocliol, 
Chxwno, ~~I~IKXI~ y tx-bisnlwlo,l. 
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licrpis y col., 1989, ideotilìcaron nk de 80 compuestos a pnrlir de diversas 
espccics dc CSIC CìCnero. nlyur\os de los cuales no hnbian sido descritos anteriornw~te en el 
n~islno. I’os(c~i~~rI1lctlIc. Cslos niismos autores relacionaron In composicibn quhnica de eslc 
nceiw cscttcial co11 III ac~ividnd antirnicrobiaua de S’idwi/is sipyletr Hoiss (Gergis y col., 1991). 
Es necesario rescfinr que los compuestos nislaclos n partir de especies de 
Sir/wiris pricpas son IIN~ shilares LI los obteniclos en las especies espafiolas, auoque atnbns 
no perkmwan II la nlima srccidn denwo del CXnero. 
35 
11.3.- C~OiWUESTOS FLAV~NICOS 
11.3. I .- ~alidndes. Estructurn v nrooiedadcs aenernles. Reacciones de 
B 
I ,os Ihwnoidcs kwnm~ uno de los grupos de cot~~puestos fen6licos tnds 
~buntlontcs CII cl Reino vcpe~l. y pucdcn ser considerndos cotnponcntes típicos de 
Angioslwrnitis Icfiosus, )‘a que su forninci6n eu las plnntns se encuentrfl asociada n In 
ligni Iìcuciím dc IIIIIOS. nsi como I\ lo nbsorci6n de luz ultrnvioletn en las flores. Por esto son 
menos liccucn~cs cn /\npiospermtts herbricens y rrpareccn de formn exccpcionnl en plnnhs 
itferiorcs. 
I as c«rnpucsIos IlttvLinicos son los colortm~es tunarillos clc Ias flores. hilos, 
hojns. cortcw. rulccs. CL de los vcgctt~lcs: ast mismo, los amochos, pigmentos flavcitticos 
solulh eri riguti y visihlcs al ojo himitmo. confiereu colornci0n ntirnnjti hrillnrite. rosn, ro.i». 
violctii. csct~rI~~~It~. iialvu y tw.uI 0 los p&nlos y frutos cle plnmfls superiores. 
Sc cncucnlrtm norm~hen~e cn zonas csternns de In plnn~o, sobre su supcrlicie 
ct ~~suci~~d:~s II csIrucIiirus de sccrccibn, cn ct!lulfls li~tosinl&icns. Su ninyor o menor lipofilit~ 
excluye SII iicuii~tiliicii~tt etI el cnlcmo ticuoso colulnr, y esto Ilevn u un incretnen(0 externo 
cmo co~~sccuci~citi de excrccihi plundulnr o epiclérmicn. Como helerc)sidos se ~IICLICIII~IIII 
disucltrw C:II cl csl~i~ciu inlracelular: CII~II~~ su coti1etticlo es tnuy elevado nptueceti cott10 
cristiilcs 0 I~IISIIS c~~l~rendns de tumrillo, t\ la vez disueltos y preciphlos. 
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I .us n~czcl~s de flovonoides y terpenos parecen actuar como filtro de las 
rndincioncs ultrwioleta. COIIN rcductorcs del cnlor, agentes mtithicrobianos o chuyentndores 
de inscclns. l(sistcn nlpunm especies norteafricrums de ,Sidwiris que no producen esta mezcln 
de Ilu\onoitles y tcrpenw W SU luyrv. se protegen de In rndincicin ultrnviolctn con una densa 
nmtfl dc pch hluiico que recubre sus ho.jns. 
1~ ncumulución de ayliconns dc flnvonoides esth a menudo relacionada con 
la csiswicio dc cstructurus sccrctorus y In producckh de otras sustnncins lipokllicns nnturnlcs. 
13 csqucleto bdsico del ctu dcrivnr~ los distintos tipos de compuestos 
flnvhiicos lo constituye cl nuillo de cromonfl (benza-y-pironn). 13iosintéticnrucnte. su origeii 
es muy coniplicudo en su estructuran. 
I .u sccucucin 2’, 4‘. 6’justilica su origen ~1 partir de un trincctnto condcnwdo 
sobre un ticido /wumririco. Ihtn hip6tesis hn siclo confirmada por distintos marcadores ) 
cstullios cnzimG!os. 
I:I intcrmetliario comi cn In sintcsis de todos los hvonoides es IU chal, 
formuh II purlir del /,-ciiinnloll-coA: Iris lticlrosilacioncs y mctilnciones (cunnclo nparecen) 
son pcNcr¡orcs II Iu ciclucicln. Ln ciclncidn no genern flflvnnonns, sino que estas apnrecen de 
formn cspccilìcu ti trwh de la accihn clc unu chnlconi~ isonicrasn. 
I ,os mwunismos que explican In hmncicin de los dikrcntes tipos de 
flnvwoidcs no son conocidos en su totnlidnd, y son posibles varins hip6tesis como In 
inkrvcncih dc r~~tliculcs libres 0 dc <x-h¡tlrosichRlcoiIns. 
/\ pnrhr del nUclc» hndamentnl clc fltnwni~, se obtienen clistintos grupos 
esIructur:iIcs: 
FLA I’ONOL ES 
FLA KA NONA S 










A.2. - I:lavonoide mh snles met4licas 
- Flnvonoidc mtk FeCl, : soluci6n color verde. 
- I%wonoide nitki AICI, : fluorescencin tmwillo intensa al ultravioleta. 
13) Reacciones debidns ti las propiedades reductoras de los grupos fen6licos. 
LLI.- Rencciún de Fehling 
1X?.- Reduccicin de nihto de plak~ tunonincal 
13.3.- lkduccidn de ferrocinnnios, fosfotungstenntos, etc. 
C) Reacciones debiclas nl anillo de cromona 
c‘. 1.- Ilewci6n de Iti cianidinn o del hidrhgeno enciente. 
A la solucih del flnvonoide se le adicionan magnesio o zinc con ticido 
clorhlclrico: SC produce tlcsl>rcndimicìnlo de hidr6geno que recluce In molhh cle ~flnvonoicle. 
obtenidndosc 1111 color cnrec~erlstico seyim el tipo del mismo: 
IhJ01111s: color ntirtmjt~ 
I~ltwonolcs: color ro.jo-rojo cereza 
I~lt~vunont~s: color ro,jc violtkeo 
Los Iltwonoides menores no dnn reacciones de coloracih. 
Como e.jemplo tenemos la rencción del quercelol. 
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CIANIIJINA 
Los colores obtenidos son estables y se pued& cwantificar media~nte una 
valoracih col«rin~&rica. 
C.2.- Reacci6n óxalo-bórica. 
I:lavonol n& Ácido b6rico m6s hcido oxfdico: derivado del Acido hixo 
que presenta I’Iuorescencia nmarillo-verdosa, 
11.3.- Chalconas IIIBS pentncloruro de antimonio: color rojo o violeta. 
Debido a su esqueleto bdsico, los flavonoides presenlan absorción a la luz 
ultraviolecn, dando lugar a 1111 espectro de absorcih caracterlstico que es cleterminante para 
su idcnWwicin (eso tc<cnica se estudia en el, punto 11.3.3.6). 
Hidrdlisis de los hekr6sidos 
Se realiza con el ob.ieto de conocer la estruchlra, lanto de la genina flawhica, 
como del w.Ucar o c~zi~cares que se encuentran formando la tnolh~la. Existen dos tipos: 
0) I~~litlrcilisis kkla 
Se somete el extracto de la planta al tratamiento con agua y ilciclo clorhídrico 
al bah maria cm reliigerante durnme dos horas. Al cabo de este tiempo se lleva al frigorífico 
duramc wcs horas y postcriormeme se filtrn.E~l filtrado se debe guarclar pueslo que contiene 
los azúcares. l,CI precipitado sc Iavn con agua fría y se seca a 130°C durante tres horas. 
1:s~ técnica tambicin puede ser aplicada a la hiclr6lisis cle hekrdsidos en 
crornak~yrafia en cripn fina. 
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b) Hidr6lisis enzim8ticn 
Requiere el empleo del enzima especifico pera una determinada uni6n 
heterosidica. Asi. por ejemplo, pnrn In hidrólisis del Rutbsido se emplea Ramnodinstasn, 
obtenida ti partir de K/~aw~tt.s rcG/is Decre. 
I’nre In identificnci6n de los azúcares una vez realizada la hidr6lisis se empletm 
,lundamentalme~~te dos tlicnicas, In polarimetrln, la cunl nos dar8 la desvinci6n característica 
de coda na’tcnr, y la cromntografln. 
Le rcticci6n ulcnlina es WI procedimiento empleado parn reconocer los 
flavonoides presentes en IIIIR cleterminncln muestra n trav& de los productos que resultnn de 
su descomp»sicicin. 
La muestrn t\ estudiar se pone cn contacto con KOI-1 B temperntura elevada: usi 
se obtienen los compuestos de la dcstruccicin de fenntos y sales nlcelinns. Estos se estrnen con 
un exceso de ticiclo y &er elilico. 
1%~ mcitodo no debe ser utilizado cuando los compuestos flnv0nicos senn 
polimetoxilutlos, ycl que estos grupos resultarfin hidrolizados. 
Asi, III reelizur In rewci6n alcalino del Quercetol se obtienen Floroglucinol, 
Acido prot«ciitL<rlLlico y Acido glicdlico. 
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11.3.2.- I~un~iones c interés de los flnvonoides 
A) En los ver?e1nles 
1 .- Antiosidmtcs 
Los Ihvonoides son fäcilmente oxidables; este proceso va acomptiado de 
le aperturrr del unillo de y-pironn. I%uwe ser debido a su capacidad de formar quelatos con 
meteles, ît~ntlnmentnlmente en las agrupaciones 3-hidroxi, 4-carbonil y 3’.4’-dihiclrosi 
(Baleriola, 1979). 
Su wci0n antioxidante puede explicar SU interkrencin en la accih de 
osiclorreductnsils. 1:s de espernr que estos compuestos presenten esta actividad, yn que son 
potentes cilptotlorcs de rndicnles libres; pueden suprimir la formación de estos radicales 
medinnte III uni6n LI iones mcthlicos pandos que cntaliznn procesos que Ilevnn a la producción 
de los misnw. 
Algunos tmtores creen que In îunci6n mhs importante de los hvonoides cn Iris 
phntns es In dc ccmt~rnrrestur lo nccih oxidante dc los lípidos y polincetilcnos presentes en 
los tejidos vcgetnles. 
2.- I~cgulnclores del crccimienta 
No existe evidencia de su importuncin en cl crecimiento o metabolismo, 
aunque los ~non«hitlr«silet~olcs son cofactores de la Ácido indokhico oxidasn (IAA oxidasa), 
enzi~ns que inhibe ul Ácido indolncético; este compuesto es una de las principnles hormonas 
del crecimiento tlc les l~lwtns. Los dil~iciroxifenoles como la quercetinn inhiben dicho enzima. 
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3.- Resistencia n Iris enfermedndes 
“In vitro” se hn observndo unn función protectorn que es m6s diflcil de 
demostrnr “in vivo”. 
Sin etnbnrgo, se puede decir que los flnvonoides y con~puestos relacionedos son 
responsnbles, 511 menos en pwle, de la resistench de les plnntns n las invasiones ft’mgicns, yn 
que los hvonoidcs m8s osigenndos rcsultnn tóxicos pora los hongos, 
4.- Pigmentos de llores 
Son el grupo de sustnncins colorantes nlAs importnnte en las plnntns, 
proporcionnndo tonnlidndes blmlcos, ninrfil, cremn, nmnrillo. nnranjn, cscarlntfl, mnlvn y azul 
(Harborne, 1007). Lu mnyoria cle ellos son flnvonns y ílnvonoles. 
I AS Ilnvonns incolorss nl visible pueden ser cletectndns por Iris abejas y otros 
insectos, wpwes dc ver en lo reyihu ultrsvioletfl, lo cufll sirve pnra nt~rncrlos hacia las flores 
y posibilitnr In p«liniï.ncii~n. 
Los productos cle clegrndncibn de los llnvonoides son responsables en gnn pnrtc 
de In coloruci6n o~uM dc las plnntas. 
S.- Inl~ibiclores de enzimns 
I)rcscntnu nwyor potencin lns flavonns y flnvonoles hidroxilndos en 3’, 4’ 
y 7. 1,~ nlctoxilncihn en G y 8 clisminuyc su nctiviclnd. 
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G.- Respirsci6n y fotosintesis 
Los flnvonoides se locnlizan en In ruembmnn tilacoide. Probnblemente 
participan en la fotoslntesis como transportadores de electrones o bien como reguladores de 
cnnnles de iones relacionados con lo fosforilncih. Las interacciones existentes entre los 
flavonoicles y Iris bombt~s ATPasa de protbn y Na”-K”’ en c8lulns animales sugieren que estos 
compuestos pnrticipiui en dichos procesos. 
Cuaodo Iris c~lulns fotosinMticas mueren, los flavonoides son liberados y 
apnrecen en el zumo de Iii plnnttl, en el nkcter y In resina 
Algunas agliconns inhiben In fosforilncifin mitocondrial; las mds activas son las 
que tienen libres lns posiciones 3 y 4’. 
13) Interés fru’niiicol6rrico v clinico 
h alta retlctividnd qulmica de los hvonoides se refleja en su gran nfiniclad po~ 
pollmeros biol6gicos e iones clc nietnles pesados, así como en su capacidad pnrn cntfllizar el 
transporte dc electrones y captar rndicnles libres. Asl, los flavonoides se unen n iliversos 
enzimas, trrlnsl7»rtRcl»res de hormonns y ADN. 
Los Ilnvonoides presentno uno gran afinidad por iones divnlentes de metnles 
pesados como c’u” y Zn”‘. Ln posicibn de los sustituyentes hidroxilo y las propieciades 
oleclrdnhs del sistema de mnillos sugieren que los flnvonoides podrino ser buenos ligaudos 
pero los clcctrones d, de los elementos de trnnsicicin del tercer periodo. 
Sc IXI dcmostrnclo que nlgunos flavonoides son mutaghicos en el test de Ames. 
Esta accibn pueclc ser debicln n su semcjnnza estructural con los nuclecisidos. lo cual llevaría 
n la intercnhcibn clel sistemn de bcnzopironn entre las bases. Sin embargo, el test de Ames 
no es capaz de distinguir entre la desrepresih de genes normalmente inactivos y mutaciones 
reales. De l~echo, 110 se l1a11 observado efectos colaterales graves tras el uso de ikonoides a 
dosis moderadas (< 1 y/dia/paciente adulto). 
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Lns aplicaciones teraphticas de los flnvonoides estabm basadas en el 
et~~pirismo, yn que hasta hace poco el conocimiento de la bioqihmica de los flnvonoides no 
era sulicicntc pnr~ un8 qAicación médicn recional de estas sustancias. La siguiente tabla 












l.- Acci6n antiinflamntorin y antiulcerosn 
1x1 px’oceso ittfkunntorio vn acomptindo de In liberación de prostagktndinns, les 
cuales. l>or quitniotnxis, ntrnen leucocitos nl lugar de la lesidn; esto produce dolor local y, 
desputis de su lrwtsporte por el torrente smgulneo hasta el cerebro, aumenta la temperntura 
corporal por despleziuuiettto del bolnnce del centro termorregulndor. La conocida inhibición 
de la pr”s(“~l~ul~i~~l~~ cicloxigennsn y In lipoxigenesn Ilevn n una disminución del dolor locnl 
y n un erecto nutipir&ico (I-lnvsteen, 1983) 
lin el cnso del clolor de cnbeza este puede ser cnusado por unn inflamncidn 
local, con lo cuttl. su nlivio puede ser explicado como eo el coso anterior. 
Son numerosos los flnvottoides aislados con actividad nntiinflamntorin: 
hespcridino. nnringeninu y iieohesperidinn, (Arriagfl y col., 1990) estAn presentes en el exlraclo 
acuow dc Iluvonoitlcs dc cltricos. Este exkncto inhibe el incranento de In permenbiliclnd. 
primern nuuiil~slncidii cn la itillnmrtcihii. 
Sc ha cshtdindo In ncGvidnd nntiinfktttmtoria de varias especies del gkttero 
Siriwilis. ohscrvkndosc In inhibici6n de In inflamnci6n tanto nguda COIW crónicn en el edcmn 
induciclo por cnrrugenint~ (Villnr y col., 1982~1 y 1982b; Villar y col., 1984b; Villnr y col,, 
1985b; JinAw y col., 1980; Villar y col., 198útl; Alcnrnz y col., 1988; Jim6nez. 1988; Heras 
POIO, 1 r)O?; %nr?ueto y col.. 1993; Helas y col., 1994). En muchos wsos se piiclieron aislar 
10s compueslos responseblcs de estn nctividnd. como hypolaelina-8-O-p-D-glucósiclo (Vilku 
y col., 198511 y IWSb: IìwbcrAu y col., 1987), y sideritoflnvonn (BnrberBn y col., 1987). 
IA combinnci6n de nctividacles anliiiiflnmetoria y nntiulcerosn o protectora 
gAslr¡ca que prescnuut estos ccmpucst»s no es frecuente pero resultn muy fworable. 
2.- Accihn vusoprolccLora 
Se denominr~ Wtck~r 1’” o “Vikunina P” a aquellas sustancias polifcnólicns co11 
capaciclucl de clisminuir In pertneabilidad cnpilor, aumentnttdo osí su resistencia. Su mecanismo 
puede ser una combinwk5n de l;t supresi6n en In síntesis de prostnglmdinas y In estimulución 
de la hidroxilacidn de prolinu. Se sabe que las pros~aglandinas activan la elastasn y otras 
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hidrolesns ~o~ihólicns: por lo tflnto, In disminución de su s[ntesis puede explicar el 
fo~elecimicnto del te.jido conectivo. 
I::stos compuestos se nplicno en pnrodentosis (trastorno que cursa con 
influmncii,u y dcstr~cci611 del tejido conectivo), accidentes hemorr8gicos, hernntomas, edemas, 
vflriccs. c1c. 
l.os ilnvonoides ncttino como nyentes economizodores del dcido asc6rbico al 
ncelerar lu rwcción clue mwlòrm el kido dehidronscórbico en bcido ascbrbico, siendo 
intcrmcdinrio cl gluwicw (Gil MIII%X, 1983). Adenh. formnn quelntos con los metales, 
protegiendo nsi nl licitlo nschrbico clc In osidncih (Bnlerioln, 1979). 
lil kido nsc6rbico inwvicne en In sintesis correcta del colágeno, yn que hace 
posible III l~iclrosilwic’m de lisino y prolinn pnrn obtener hidroxilisinn c hidrosiprolina, 
auskuui~s que intcrvirwn nctivmume en In sintesis del colhgeno. 
“In vitre”, clil~jtlro~~uercetin~l, rotinil, nnrigeninn y principalmente lils cnteqiiinas, 
favorecen la solthilitl~~d y estebiliclnd tic las fibrillas del colhgeno. as1 como la fornincibn de 
mUchos precursores dc e]llu~s cruzados entre les fibrillas. Esto explica su actividad prolectora 
UI ciertas enfcrnlednclcs del colbgeno co1110 el Intirismo. 
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‘I‘nmbién se bn demostrndo la actividad vasodilntndora de algunos flavonoides 
(entre cllos lutcolinn y knempferol) sobre musculntura lisa de norte en reta. Su mecanismo de 
ncci<in pnrcce ser In inbihicicin de In protein quinnsn C, aunque también pueden intervenir la 
inhibici6n dc li~sfodiesternsas ciclicns de nucle&idos o In disminución de los iliveles de calcio. 
Prolongan In acción de In ndrenniinn por inhibicidn de la o-rnetil transfernsa. 
Istinwlnn el eje pituitnrin-adrellnlinn. 
1.0s efectos beneliciosos dc los Ilevonoides se ponen de manifiesto des@ de 
tratnmicntos dc un IIICS o m8s dc durncidn. 
J.- AcciOn modilicndorn de los niveles de colesterol 
1.0 vittuminn 1’ incrcmentn la actividad iipolítica del suero y tiene discretn 
accibns Ilipc’lil’clllitllltc c hipocolesteroleminnte. Asl niismo, tnmhi6n se bn observado su 
nctividnd until~ipcrlipicl~t~~ice. y nctunimente se investiga en este sentido por su imerEs en la 
profilnxis ilc In nl~eriosclcrosis. 
4.- AcciAn untinyregnnte 
IIchitlo n que producen unn disminucic)n en In adhesividad de las plaquew, los 
flnvonoides ncttinn come) preventivos de le trombosis (Hiadovec. 1977), siendo los m& nctivos 
les flnvonns I~~~liiiictc~siiaclr~s. 
5.- Acci6n motlilicadorn dc In actividad enzim8tica 
1:s debidtt a In gran nfiniciad de los flavonoicles por este tipo de ~noléculns. Su 
uliih n los cn~imns provocn su innctivncibn, siendo su acci6n m6s importnnte sobre varios 
tipos cle hiclrolnsas: (~-glucuroniclastl, bialuronidesn, fosfatasu alcelinn, arilsulfntasn, i-I’- 
ATPast~s de memhranns lisosomnles y granulnres y (NC-K’) ATPasa de In membrann 
‘piasnAicfl, p-~ulnctosiclnsi~, AMPc fosfocliesternsa, lipeses, linsns conw IU DOPA 
descnrboxilasn, trnnsfernsos como In cntecol-o-metil-trunsfernsa, hidroxiinsas como la 
arilhidroxilnsm, osidorrecluctasns como IU nldosarreductasa y quinnsas como la hexoquinnsn 
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X.- Actividsd tm~imicrobitmt~ 
Apnret~tw~~k. Umt inrecci6n vira1 110 se produce hnstn que la digesti6n 
lisosominl ptwow III dcshucci6n de In cnpn protfica que rodeo al Ácido nuclkico. El proceso 
de digcsticitt lisosomiul requicrc In ft~sicit~ dc la c8psuln del virus con la tncmbranlln lisos(>nCx, 
lo cunl rcquicrc III irrtcrvcncitin dc tuu prokin-AT’Pnsa y, probnblemente, unn fòsfolipasa AZ 
[,os flww~oidcs y compt~cs~us rclncionnclos inhiben tunbos enzimas. 
I as cstrnctos de n@~~nns de flnvonns suelen presenktr nctividud 
~~lit~~icrol~iai~~~, mmquc u cOiIcciiIrtici«iies clcvndns si se conynrnn con autibi6ticos. 
I:n muchos citsus. ul ensnyttr csM actividad con principios nclivos nislaclos n 
partir dc sstwtos cun pt~ntc nctividnd a,ii[ihnctcriwna o tm~ilüngicn. quecle muy dismitwida; 
esto hwc sttlwncr qur, 0 bien csisk potcnciuci6ii entre 111s uslnncifls del exlrncto, o que lfls 
susttuulcius rcnltwntc aclivtts no han sido aislnclns. 
Alpimos tlutorcs huccn rcsponsnhlcs clc eslfl flcci6n II los licidos knblicos que 
se suelen ciicwtrur cn dichos csIrncI«s. 
0.” Otrits actividndcs 
$011 n& ~tc~iv~is Iris ngliconus que sus corrcspoiiclienles gliccisidos, y dicha 
actividnd csu¡ en rclucic’,n III nútncro de grupos hiclroxilo, siendo necesarios en posici6n 5 )’ 
7, 
- i\cGvidud (l-bloclueunk 
se hn &scrvIldo ltI ttctividad bloqueante (l-adrenkryicn cle nlgunos derivudos 
sintéticos dc ll~oIt~ qttc llcvntl h cadena bdsicn del proprnnolol sobre el anillo 1% 
- AntialL’rgictt 
Alp~tts flttvo~~t~, y fundnnlen[fllm~nte In quercetina, interfieren en In 
actividad tlc IN A’~‘~‘~IsI~s Irt~~porlttdortts en Itts membranas. incluyendo las calcio- 
&pet~dicttlcs (nsocittdtis 11 In snlidu dc calcio desde el cicosol celular). Incretnentun IU eficiencia 
del tr~u~spwtc tic iotws. produciendo COIISIIIIIO de ATI). 
Ikhido ti su ttnttloyin eskwtitrfll con el antinl&gico cromoglicn(0, se pensb en 
]a posible oplicncicin dc ItlS Iltl\~OllllS Cl1 csle cflnipo. 
Lus Ilw«nttS previenen la secreci6n de hisktminn como respttescfl n un tttitigeno. 
l,tts mfiS ;~ctivos WI lisetintt y qucrcc~inn. y, en segundo luynr. miricetinn y KncmplCrol. 
I’wxc ser iluc su ckcki es mAs preventivo que citrntivo. 
- Antitlittl~~tictt 
1.~ dittbctcs mcllitus Ilcvn, espccialmenre en los estados linales dc In 
e&‘ermednrl. II un ~~~tmcn~t~ cn el conkwido dc Ilpidos snngulneoS y n un estrechtuuien~o de los 
vtwos. listo puede cnttsttr IIINI disminucidn considerttble del drenaje de los ojos e in~cstinos. 
La presi6n dc rctorn~~ y Iti prcsiOn osm6ticn del gelnc~ik~l, el cttcrl no puecle ser n~e~abolizudo 
por ceilulns hu~~~tttttts. pttcdcn producir hwtornos visunles y uno deficienk nbsorcibn intestinttl. 
El cnzimn que rsdurc IU gh~cosa II gttlttctitol es la ttldoso rcductusn; este enzima es inhibidu 
por los Ilnvw~oidcs ti trttvc’s clc un mccttnismo codnvla desconocido. 
I:I Inicrosuttprltdo que puede aparecer en In dinbeles mellitus cttmbi~n 
desapnrecc con los iltwnoidcs. 
l;tt~~~lscocill~tlcH J’ tosicologln de flnvonoitlcs 
1 JIS IlwwnoidcS Son mc~nbolizoclos por las cklulns hepdticas Iìtndameu~~lmenIc. 
3e hnn delcctado cn nrintl distintos mctnbolitos cle flavonoides mnrctldos como 3,5- 
lihidroxiret~ilttcct~t~~, y 3-hiclroxi~etenilttcccac«. Por lo IR~!O en el cuerpo no SC ncumt~l~~t~ 
.esiduas de flnvonoitlcs. 
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C’icrtas lliIiidrochnIc«lins con10 los de naringeninn y ncol~esperidinn son 
edulcorantes ~O~CI~~CS. 10 clt~e ICS conlicre unn yrnn importnncin econhnica c industrinl. Son 
~~~ili;rndos txiuio cdulcwintcs bt!i«s en cnlorifls. 
AIg~nos glichidos dc 11a~~runonw. muy obtmdnntes en les cortems de los 
cltricos. SW IIRI~ tmrutr~os. IYAC srtbor SC IIII rclacionnd« con el diglicdsido neohperidbsido 
(ê-O-t.~-ri~~n~i~~sil-~l-l~-~l~~~~~sitl~~), 
55 
1.11 condici6n idwl cs pnrtir de nxtterinl vegetal fresco, nuuque tmnbiétl se 
pue& utiliwr cl desccmio si ha sido cotI\‘ctlientetilctitc al~nnce~x~do. Sin embargo, en 11~11 
t~~ateriol ~nuy nntiguo esistc In tcndcncin t\ In hidr6lisis de los glichidos por la nccibn de los 
hongos. asi WIIN~ II Ia osideci6n dc It\s ngliconns tnth sensibles. 
SC recomicud~~ que, um~ vez recolectodo cl tnnterinl vegetal fresco, SC qxwte 
un espccin~c~~ COIIIO tnucstrti tlc hcrbnrio. rnicn~~rns el resto se secar8 lo mtk rt$idnmente 
posible pw prcvcuir Ia twi6n cuzimtlticn. El secado se puede Ilcvw R cabo n te~nper~turt~ 
mnbienk I) en hornos. LI uuos IO-40°C pnru k!jns, sumidndes y flores, y entre 30 y WC pnrn 
corlczt~s y rtiiccs. EI inn~cri~il dcsccndo se puede nlmflcennr con10 Ial 0 trfls su pulvcrizflciOi~. 
I .II cstrucciriu n~tk gcncrnl SC rcnlizxr en dos pasos, recogidos en el siguiente 

PRI’II puriIìcur el esl~r~~clo IICUOSO de conlanhu~tes de menor polaridad como grnsas, 
terpenos, clorolílns, sanlo~ilfts. etc. se t’enliza unn estracción liquido/liqttido con hemno varins 
veces, Aunque CS muy poco prohble que el estrnc~o npolnr contenga flnvonoides, no se debe 
de,qcnrtnr sin OIIWS WlliïN 1111 esnnlen cronintogr~fico. como iniuimo en cape fiutt. 
I,:I estructo ucuoso se cottccntrn n seyuedr\d en u,n rotevnpor. 
I:stc proceso es Ulil pnrn 111 extrncci6n de la mayorla de los compuestos 
flavhticos. p~tu tto es Alido ptw ~uuocitmos y l’lavonoides de bOja polaridad, normttln~en~e 
loculizados cu cl cskxior dcl vcycM. 
131 cl cttsu de los nnlociniios, las hojns 0 p6ltllos frescos se trfltflu con I-ICI 
conctm~~lo ul I UNI cu McOll. Ln cstrncci6u se evidencia por le colorncibn de Ir? solucibn, los 
andlisis crotn~~~oyrrilic»s o espectroschpicos del exlrncto RCIIOSO deben rettliznrse lo nx’ts 
rdpidntncntc pw4l~le ptux mininthr el riesgo de hidr6lisis de los ylic6sidos. 
Otrus dos lwibles tknicus de exctraccih siguen los dos siguientes esquemns: 
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(otros Ilolcr6sidos) 
Sen c~id SM h tdcnicfl de exlracción elegida, todos los extractos fhdes se 
concentrrtn hnste scquednd 11 presich reducidn parn la identificaci6n posterior de los 
cotnpuestos Iluvhkm por diverses t6cnicns cromfltogr6ficfls y espectrosc6picos. 
Alguuos nulores tlpuntt\n In importnncin del estudio de los flavonoides de 
excrecih de los distintns especies ~1 estudinr. Se trnta de flavonoides ah-mente metoxilndos 
que son escretudos por el vegetal junto con otros compuestos npolares. Para el estudio de 
estos flnvonoides se sumerge In parte nbrea de la droga en cloroformo durante dos minutos; 
posteriormcntc sc dccantn y el cxtrocto clorofhiico se extrne con rnetaool. Ln solucichi 
&oMlicu se C~UICL’~~I’II y UI elln SC cstudin In presencia de flavonoides (Wollenweber y Jay, 
1988; ‘I’oln8s-l~~Ilrhcrnll y col., 1088) 
1.0 identilicacidn de los con~pucstos flnvhicos presentes en una especie 
requiere su iiisl~unicnto previo, contando cao un estado de pureza conveniente; parn 
conseguirlt~ cs nccesurio el empleo de uno serie de tcicnicas prepnrativas. 
11.3.3.1 .- (,‘rotilntoSrallti en pnpel. 
1-h técnica hn sido muy empleadn debido L\ su sencillez, cnpacidad de 
acinptttci0n IW~II distintos tipos de condiciones cromntogr6lhs (fase m6vil y mueshas de 
distintu uc~tululcz~~) y su hjo coste. 
Sin emhrgo. hoy en dis ha sido sustituida ctlsi totnlmente por In cromatogrnl~~~ 
en CLI~II hl. cluc sumt~ LI 111s vente.jns de In cromntoyralk en papel, una mayor velocidad de 
anAlisis y mayor rsproductibilitlnc de los resultados obtenidos debido s la mayor uniformiclod 
de la hsc cstuciuntu‘iu sobre el soporte Aido. 
11.3.3.2.- Cronifltoyrnfln en capfl fina. 
1:s un« chicn pflrliculflrn~enle iftil parfl los siguifmes prop6sitos: 
~1) oprosifuficibn LI In iden~ificnci6n de los principios activos fuedinnte el empleo 
de pelrancs y cl ctikllk~ del Rl’; 
h) invcstignci6n de solventes con posible aplicacibn en cromntograh en 
c) fmfilisis de las fìucciones obtcnidns B pnrtir de cromatogrofln en columnn; 
d) seguimiento dc u11t1 renccidn controlnda como hidrólisis o melilacibn: 
e) fiislfm~icfito dc los principios activos puros n pequefin escala. 
Ikis~ unf~ nmplia bibliogrfflIff sobre los fases estacionnrins, hes mhiles y 
condiciwcs cspccifflcs utilizndns cn el estudio de flnvonoides (Stahl. 1973;Ba~rberfh y col., 
1984b; Villnr y col.. 1084~; Wagner, 1984; Rlos y col.. 1986; Fra~~co y col., 1989; I-leimlef 
y col., I’W). 
I fnf~ vcx clesfwrollffdo cl cromfftogrfwa es necesario proceder n XI revelado parff 
poner clc mfmilìcsk~ Ifl prcsencin clc los co1i~~1i1cs1os n estudiar. 
I,-h primr lugar, se observa la placa bajo luz UV (366 y 254 nm). I..os 
flffvonoidcs prcscntfm ïliforesccncifi fttnflrillo-nnarnfljntln 0 colornci0n oscurfi respectivamente 
a estos longi~dcs dc ondff. Postcriormen~e, se somete la pleca R vapores de a~~~onínco; se deja 
secar y SC ohscrvn de mcvo n la luz UV. Esto perfh una identificnci6n aproximada de los 
COIII~UCS~OS ff trfwh de las coloraciones obcenidns. 
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oscurfl. 
I .- IQwonoides que bajo el UV Inrgo (3ó6 mu) presentan colornci6n púrpura 
Al ser sometidos ~~ vapores de tunonínco: 
11) C’wunbio 11 color tunttrillo verdoso o verde: 5-01.1 flavonns o 5-01-I flavonoles 
sustituidos en cl cnrbo~~» 3 con 01-I libre cn el cnrbono 4’. 
h) No ciunhio tlc color o cnmbio muy leve: flnvonns o flavo~~olcs sustituidos 
en el carbono 3 con hidrosilo libre en el carbono 5 e hidroxilo sustituido en 4’. Algunns 
veces. flnvonus con hidrosilo libre en los cnrhanos 6 II 8 o flnvonoles sustituidos en el 
carbono 3 con hidrosilo libre en cl cnrbono 5. 
c) Azul: Ilnvontts S-bidrosi sustiGdns. 
tl) R»io o tmnrnt~.jttdo: chtdconns COII hidroxilo libre en posiciones 2 y 4’ o 
únicomenlc cn 7. 
2.- I%wonoides que nl IJV largo presenten fluorescencia azul. 
AI ser somelidos tt vapores de tuaonluco: 
I~luoresccncin tmwillo verdoso o nzul verdosa: flnvonas o fInva~~onas sin 
hidroxilo lihrc en posici6n 5. ‘I’tmWn, fltwonoles sin hidroxilo lihre en posicibn 5 y cou el 
hidraxilo CII posicii,n 3. sus~ikh. 
3.- I~lavonoidcs que nl UV Inrgo npflrecen como mmchas de color anmrillo 0 
nartmja Iluorcsccn~c y que IN cumhitu~ al ser expues(os n vapores de nmoniaco: fluvo~~oles cou 
grupo hidrosilo lihrc CII posici6n 3 con o sin hidroxilo libre en 5 
4.- I~lnvonoidcs que al UV largo presenlnn fluorescencia nmarilla que cnmbia 
tt nnrtmja o rujo con vnporcs de umonlnco: nurona con hidroxilo libre en posicihi 4’ o C-2 
0 C-4 hidrosiclitilcoiins. 
5.- Htwonoidcs que nl UV largo presentan color amarillo verdoso, azul verdoso 
0 vcrdc con pcquefi» cnulbio de color RI ser sometidos a vapores de amoniaco: nurcma con 
hidroxilo libre en 4’ o Ilttvtw«nu con hidroxilo libre en posición 5. Ttunbién pueden sel 
62 
flavonoles con hidroxilo libre en posicih 3 y cm o sin hidroxilo libre en 5. 
Por Ultimo. Ir~~ltircmos In phcn con cl revelador elegido: 
- AIC’I, (l-S% en IZtOl-1): produce fluorescencia anmrilln de los 5-01-l 
flnvonoides LI 306 nm. 
- Acido sullhnllico diwotndo. Los compuestos con grupos fen6licos libres dan 
lugar R mtiuchis iumwillns. tmurnnjfldns 0 rojas. 
- Voinillinrr-I,l(ll S%. kte reveledor renccionn con todos nquellos flnvouoides 
que prescnwn un anillo dc Iloroyluciuol (anillo A) combinndo con un anillo C saturado. 
- NI:1 1. I’WSM de dos soluciones: 
-NI’- clife~~ilborilosietilt~mina al 1% en MeOI- 
-PliCì- policlilenylicol 4000 nl 5% en Et0l-l 
Sc mezclou I 0 ml de Ir1 primercl soluci6u con 8 ml de In segundn justo 
antes dc su uso. 1 .os Ilnvonoidcs npurccen como mtwA~ns con fluorescencin smnrillo-verdosa 
o ansrnnjudn III IIV (365 unr): los fluvonoles constituidos por gliccisidos de quercetina y 
miricetinn oh~.~~ fluorescencin rmwnnjada oI UV, mienwes que los flavonoles formados por 
glichsitlos dc kurinpl‘crc~l c isornmnetinn producen fluorescencin amarillo-verdosa. Los 
glichirlos dc I11wcm1s como luceoliua y npigeninn producen fiuorescencis nnaranjadn J 
Rtilnrillo-\~crtl[Isn. rcspccli\‘I\ii~eiiIc. 
Lu cromutogrtrlïu en columna n prcsi6u normt~l o a media presibn es muy 
utilizadÍ~ paru lu purilicucih de las muestres excraldns del mn~eri,nl vegetal (o de otra 
nnlurulcza. pero cn la cual la sustanciu a estudiar se encuentre formando parLe cle una mezcln 
COlllplC,jU) [Weviu 8 su nudlisis por otrns 1~clliCtlS Illh fillflS. 
~~,a co\u,nma egfi formndn por un \ubo de vidrio con una llave en el extremo 
inferior: sus dimensiones deben ser [ales que In relncih clihetro/longitud se encuentre enlre 
1: I 0 y I :3(). ‘rollo 10s diámetros de las columnas como de las parhulas de relleno empleadas 
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,: (cehIlos& polhnida, gel sephedes, 0, ft~ndnn~entalmente, silicagel) son muy variadas. El 
t&mmfIo del relkno de cOhlllllCl es muy importeute, ya nur: si es demasiado pqlefio, el flujo 
del eluyenle swi demosindo bajo. y si es demssiudo grande, In seperacidn de los componentes 
de le mezcle puede ser insuficiente. 
11.3.3.4.- C’romrrtogrn~h en contrnconiente de ah velocidad. 
1:s uu mhdo de sepnrnciún relativnmente nuevo definido como tma 
cromntogrtlllu dc pwticih sin soporte sblido. Se base eu el hecho de que dos líquidos 
inmiscibles que Iluycn cu contrncorriente por uu tubo helicoide1 que gire en un ctunpo de 
~celerucic!m. sc scgmcnkui en lus cok dc hi Mice. 
I.ns \~clllNjas de cstc 111610ci0 son: 
n) iihinnci6u del soporte sblido. Esto evittr las pêrdiclns por ndsorcibn y 
desnncurulizllcióli dc lus muestrus, asi como su coutamiuacibn y In consiguiente aparich de 
colns cn los picos. 
11) I~liminnci6n de cierres giratorios. Asl se eliminnn unes fuentes potenciales 
de mermn. c«lilniilitiacidll y corrosih en el sistema de flujo-centrifuga. 
c) Admik u11 tu~plio espectro de mueslrns, desde pequefios iones y moléculas 
hasla m:~cr~~mol~culas y pnrtlculus. La eleccibn del sistemn de solventes es prricticameu~e 
ilimitt~th~ y cs CLIS¡ seguro encont~rr~r un sistemr\ cplicnble a In muestra. 
tl) Clunticlud dc 111wskrt1 ilimitndn. Se puede por tnnto utilizar con fines 
annllticw 0 prcpuri\~ivos. 
Ih crwnatogrnh CII contrucorriente es impoWmte elegir MCI fase mfwil de 
fOnni que los compuestos problema senn cluiclos n cierta distancia del frente del solvente. 
micntlas Iris impurezas queden retenidas co In parte poslcrior de In fase estucionaria. 
ludC~~etldiell~elllel~~c de In fase utilizndn como &vil, In separacicin se efectíia 
y el tiempo de retcncih (ti) de CHda c~n~p~esto se puede predecir n partir del coeficiente de 
pwlicii>n. cl cuul SC dekrnhn por UIIB simple prueba de partición en UII tubo de ensayo. 
IIn« ~EI~II~\~II adicional de este mdtodo sobre otros métodos crometográficos es 
que la IIIC~CIU prcMmn puede ser introducida directamente en el soporte de la fase 
estacionivia, cs dccir, cluC Il0 necesitn umi purificncidn previa. 
IAS nipidas )’ elìcicnles separaciones obtenidas pueden ser atribuidc?s a los 
efectos Iiidrotlit~ri~ll~icos crendos por combinnci6n de uno or,ientnci6n coaxial de la bobina y un 
tipo porliculur tlc mwimicnto plunctario suministrsdo por In bobina centrifuga. Se forma un 
cmp« dc liw;íil cwrlliiga conrplejo que sepnra Iris dos frises, de manern que unn de ellns 
(he dc cc~hcm) «cuptt I~~~IIII~~III~ In pnrte tmterior (cabezo de In columna) y In otrn (fose de 
coln) qucdi~ L’II Iu pwtc posterior. Sc produce UIUI gran rq$scih de los dos solventes en In 
zonn prhsim~~ 01 e,jc centrifugo (zonu de mczcln), mientres el resto de In colunm presenta dos 
capns scpmhs. cncon~rthl«sc le 1116s lihern sobre lo IIIBS pesndn. Cada zona de mezcln se 
diriyC hwin In cuhcn~ tlc 111 Columna aI ritmo de una vneltn por revolucih. Esto Significa que 
Iris dos I’kcs LIC soIw~~~Cs Cstdn sujc~us (1 un praccso de pwtici0n de mezcla y sepnrncih en 
cunlquier porciíw LIC In c»lumna, Con UMI frecuencin de 13 veces por segundo (800 rpm). 
Por co~isi~i~ie~~lc. Cl sislemn permite uti8 nka eficiencia en le separación 
cromnk~pr~~lìca tlc solw~, incluso COII un flu.jo elevado de In fase m6vil. 
‘I’o~Ins ~2811s curaclerls~icns de In cromnloyrflfín en contrncorrienlc la convierlen 
en unii viu II~CI’:* y cfictlz pnrl\ extrwcich, sepnrncidn y fmiilisis cle principios flctivos en 
pll~lllns mctliciiiiki. 
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11.3.3.5. Crotnntogrnffn Liquide de Alta Resolución o Alta Eficacia (HPLC) 
La cromatografla liquida es une tkcnica cromatogr8fica utilizodn desde hace 
tielllpo. En uu principio, cl ~t~Alis¡s e Ilevnbn a cabo n presih ambiente, con io cual el flujo 
del solvente y Iu sepmici0n dc los compuestos era muy lenta (0.001 a 0.01 cn&.). 
Posteriormcntc SC dewrollnron los m&odos R medie y alta presión, trabajtíndose por 
cromutogrtfh 11 nltu velocidad (nproximfldlunente 1 cm/s). 
Clon el 1111 dc cncuadrnr la cromatograh líquida de alta resolución (o nltn 
eficacia). pc~lc~nos dividir los mktodos cromntogrdficos liquidos en : 
A) scgiut la ll&lturalezn de Ins hscs 
” (.'~«mn~»yr~~l?l~ l,.iquicl»-S6lido: In he estacionnrin (o fija) es 1111 sólido y In 
rase ll~c\\4 Ull lil~uido. 
- C’rumnt«ertt~ill I.,lquid»-I,íquido: la fase estncionnrin es un liquido 
inmo\~iliznclo por un sdlido nl que iluprcgnn y le fasc mOvil, 1111 líquido. 
II) ScyHn In noturalcu~ de In sepnrncihn 
- C.‘rclmntogrttnri dc ndsorcih. Ln filse estncionnrin es un s6lido adsorbente y 
la sepulackh dc ILIS ~nolkulus se debe EI Ia distinta thorcibn de éstas en In he fija. Pot 
ItuN. cs uiui cromutoyrulk~ liquido-shlido. 
- (Ir«inatogrelln de repluto. LR rase estflcionario es un Ilquido no miscible con 
In hc míh~il (tumbitin liquidn), y In sepnrncih se brisa en la distinta solubilidncl de las 
mokcuhs L’II los distintos k~uidos. &i, cs WNI cromatograf’h liquido-liquido. 
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- (~‘rot~~NogM%t dc intercnmbio ihico o par ihico. Se splica a la separncilin 
de mol&xtlas I‘t’tcilniente ionizablcs nl nplicar un cambio de ~1-1. Ltt fase estncionnria es un 
sblido que comienc ttmt fwc liquida con los denominndos contraiones, moléculns que 
relendrhn I\ equellos sushtos que presenten le cnrgn adecuttdn. Permite separar suswttos con 
iguftl cttrgtl. )Yt llltc, ttl formnr complejo con el contraión, cadn uno presentará una 
hidrofobiciditd distiiwt que cleterminnr~ su tiempo de reknci6n. Por tttnto, puede ser untt 
cromatoyrulia liyuido-li<luido o liquido-sblido, 
- C’roninhgrnflu de cxclusibn. IA sepnrncibn es debida n un mecanismo físico 
y dtp~~lc stilo tlcl kumu7« dc IUS mol&Ans. ya que In fase estacionwia es un s6lido poroso 
cuyos puros prcscu~un un dithccro semejank nl de nlyunas de las moléculas a separar. Las 
tnokculus detnasit~tlo grucstts son escluidns de In fase es~nciotmria en primer lugar; las que 
pueden pcncuxr cn los poros chyen postcriormenm. Puede ser considerada una croma~ogrnlïa 
Ilqnido-liytti~lo o liclttitlo-sblitl». 
(‘otno en cualquier tipo de cromatogrnfln, las separaciones por I-IPLC se bosw 
en In distinki rlisu4w+Sn dc los compuestos enw la fase estncionnrin (pnrtículas s6lidas que 
recubrw 111 pnrk ittkrtw cle In. coltmmn) y Itt he m6vil (fase liquidn c,onstituide por uno o 
mt’ts solvcuks). dc ucuerdo con su mayor o menor nfinided por 6s~. 
I:sis~cn tres tipos dc dewrollo cronxtcoyrMk.o: 
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1.a columlln CS impregnndn con la fose m6vil; posteriormente se aiinde In 
solucibn problemas. y. seguidamente. frise mhil de formn continundn. Los solutos migrno 1116s 
r8pid&mente cunnto nxnor es SU nhidnd por las fase estacionnrin y mayor por lo fase mbvil. 
1% cl desarrollo emplenclo en IWLC y cromntogrnfla de gases. 
I:n primer lugnr SC impreynn In columnn con In fase m6vil, afindiendo 
posteriormcutc tmu IWXCIII de soluto nSu fwc mbvil de formn continuada. 
hl. s61o u,btcndrcmos puro el compuesto que eluya en primer lugnr; el resto 
serh uicah. I’ur tunlo, sirve como tkxiico preparativa pero no niinllticfl. 
3: I>csplilzamiento 
Sc ncccsitt~ LIIIEI Lùse cstncionaria que intcrnccione bien con los solutos. Se 
impregno hicn lu Iùsc cstnciounriu con frise m6vil; se nclicionn el soluto y después III& fase 
m6vil. Sc~uitlumcntc SC nnnclc, de formu continuncln, fase mbvil mAs un ngente desplazante. 
el cunl cntru CII compcticidu con los compuestos por los lugares de In frise estncionnria, segt’m 
SU nhithl por estos WI mayor o IWI~L’ que la del soluto. 
Ihc mecm~ismo es el que se procluce en Ins columnas de intercambio iónico. 
lin cronxltogrnïin Ilquidt~ de nito resoluciirn, el desarrollo es casi exclusivamente 
por clucih~. dc mwertl que paru cndn compuesto ehido se obtiene un pico sim&rico y 
gaussiímo que cp~ctln rcllcjado en cl cromatogrnmn. 
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Ln diswibucih de cada soluto entre las fases mcivil y estacionaria se 
caractecim, para ~1 sistemn cromatogrUico dado, por el cohiciente de distribuci6n (o 
coeficiente de particihl) K: 
K-2 
Cm 
Cs: concentracicin de soluto es la fase estacionaria 
Cm: concentracibn de soluto en la fase m6vil 
I,, : tiempo de re!encih Es el tiempo que tarda uno de los solutos en eluir del 
sistemn c~r~lllull~~rliiìc» 
t,,‘: tiempo de retencih corregido 
t,, : tiempo de reiencihn de una sustancia que no interacciona en absoluto con 
la fase csbh~~~~~it~ 
L t, = T, 
L: longitud de la columna 
V: velocidad de In fase mhil 
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(‘onociendo cl Ilujo de 111 fase m6vil ((p), definimos el volumen de retención 
(~ol~~luen dc hse mih’il ncccsario pnm eluir cada compuesto): 
v: velwidnd lincul de la !3se mdvil 
s: scccicin dc la columnn 
relacihl: 
Adcnuls. V, estd ligndo directnmcntc nl coeficieote de distribucih, K, por In 
v, ::: VI11 4 (K s VS) 
siendo VS cl VOI~IIWI~ clc le hse cstncionnria y Vm el volumen de In fase m6vil 
colltenidos CII lil cdulllllo. 
K:’ es cl clenominndo hctor de Cnpncidad, el cual mide In capacidad de 
re(encicin dc Iu COIUIIUUI y es definido como la relncibn existente entre In cnntidnd de soluto 
en Iti Ihsc cskicionnrin y In hsc nihil. 
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Sustituyendo en las relaciones anteriores: 
K’ = VR - vnl tR - to =- VIU t0 
Por IU tanto. el tiempo de retencibn estfi ligado al factor de capacidad: 
fR = ( 1 + K’ ) x $ 
*Selectividad de la colun~na 
Nos indica si la separacihl obtenida es buena o no, y caracteriza la 
distancia qw separa Iris C~III~IS clc dos picos consecutivos: 
tR2 -. to ii 2 = 5 K 
a = 
tx, “’ t. 4 4 
yo que t,, y Vm no dependen de las caracterlsticas de la Columbia. 
* Kesolución 
\v: tunch de III bnse del pico 
Nos iu~eresu obtener unn resolucibn lo mayor posible. 
N cs In eficncia de una columna, y es igunl nl niunero de platos tebricos 
( mímero tlc Iugt~rcs CTI In colunuu~ doncle se produce un intercambio). Interesn que el número 
de plomos tcOricos scu elcvndo, ya que nsi hnbrh mayor intercnmbio y, por lo tanto, nlejor 
scpnrecih. 
N = 5.5 x (;)? 
8 : r~nclwt~ clcl pico n medin altura 
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1.~ nlturfl del plato tehrico (kf) es In porción de colutnna, medida en mm, 
necesaria paro qw se produzcn un intercamtk 
1.0 ulturn rcducidn (ti) se en~plea pnrn comparflr: 
d : dihne~ro de pnr~iculn de la fase estncionnrin 
lielscion~mclo todos los pru’hnelros croniatogrhficos principales: 
EI prituer tdr»h indico In influencin cle In selectivided (CC). 
II segu~lo khho inclicu In influencia del factor cle capacidad (K’). 
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El Ultimo t&nho indica la influenCia de la eficacia de le columnn (NJ. 
Por 10 tnnto. pmfl ~iorar WI sepmci6n podemos influir sobre. al nonos, uno 
de estos fklCt»rCS. 
(~otinkwj6n de hs condiciones de anBlisis 
I)espu~s de renliau una serie de ensayos preliminares se pasa a optimiznr las 
Condiciones Cspcrinientcilcs. 
l..o idead es obtener unn resoluci¿m elevndu en un tiempo corto, aunque estas 
condiciones son cuntratlictorins. La rcsoluci6n se puede intentar unentar por distintas vins: 
* /\un~en~~~io In lonyitucl (1,) de la columnn 
- I,)isiiii~liiyenclo el dihztro cle Ins particulas 
Son nutnerosos los trabajos renlizndos poniendo a punto m&odos 
experimentnlcs pnrn IU sepwGh~ de flavonoides, rundeinetitnlrnente en fase inversa. 
lJl,,.c’ de Jlavonoidcs en el CZnero ,Siderilis 
IA aplicación de ItI Cron~atoyrnh Líquidn de Ah Eficacia al anhlisis de 
Compueskw liincilicos Iu1 constih1iclo IID hito de grnn importancia, habihdose publicado varias 
revisiones hihlio~rhficas sobre el tcniii, wl como sistemns cron~fltogrhîicos que perniiten 
sepnrar un elcvotlo niiincro cle conipuestos. 
I:n In acUidad, Is HIW es una thicn hnbitual en el análisis de flnvonoides, 
y parn su q>licucih CorreCM deben Considerarse tres pnrhnetros îunc~anientnles con10 SON les 
caracteristic:~s de hs lhscs 1w5vil y estncionnria y del tipo de detección. 
* Fases estacionarias 
Para la separación de flavonoides por HPLC se han utilizado sobre todo 
columnas de acero inoxidable reknas con gel de silice modificada mediante la unión de 
organosilanos a los grupos hidroxilo de la superficie de dicha sitice, conocidas como columnas 
de fase inversa o reversa. 
Los organosilanos más empleados son el octadeciltriclorosilano, 
,octiltriclorosilsno y pentilclorosilano, y, fundamentalmente, el primero de ellos. También se 
ha empleado triacetato de celulosa como fase estacionaria para la separación de mezclas de 
flavanonas racémicas. 
Tambien se han empleado columnas con relleno de fase apolar (columnas de 
acero inoxidable rellenas con gel de sihce: fase normal o directa), aunque su utilidad esta 
limitada a la separación de agliconas flavonoideas de baja polaridad como flavonas 
polimetoxiladas, isoflavonas y biflavonoides, ya que si los compuestos son más polares, se 
pueden producir retenciones ireversibles. 
Sin embargo, se pueden realizar buenas separaciones en fase normal previa 
acetilación de la muestra; aunque esto supone una derivatización previa al análisis, se reduce 
el tiempo de análisis y se abarata el coste al poder emplearse una elución isocrática con más 
facilidad que en el caso de fase inversa, 
Para la separación de flavonoides en fase normal se han utilizado columnas 
Lichrosorb Si 60. 
* Fases móviles 
La elección de la fase estacionaria condiciona enormemente la fase 
móvil. Las separaciones en fase normal con acetilación previa de la muestra requieren el 
empleo de una fase móvil formada por un disolvente extremadamente apolar, modificado por 
la adicibn de pequeñas cantidades de otro u otros disolventes orgánicos de mayor polaridad. 
Se han propuesto como disolvente base benceno o iso-octano, y como modificadores, 
acetonitrilo, agua 0 metanol. 
La separación en fase reversa exige el empleo de una fase móvil de alta 
polaridad, lo que se consigue utilizando agua bidestilada y desionizada como disolvente base. 
A tiste se le incorpora un modificador orgánico y, en general, un modificador ácido que 
mejora la separación y evita la formación de colas en los picos del cromatograma. El 
modificador org8nico más utilizado es el metanol, aunque también se han empleado 
acetonitrilo, tetrahidrofurano, etanol o acetato de etilo y etanol. 
El pH del eluyente se suele rebajar con kido acético, aunque también se han 
empleado ácido fosfórico o ácido f6rmico. 
En general, la separación por fase inversa se lleva acabo mediante un gradiente 
de elución durante el cual se va incrementando el porcentaje de modificador orgánico en la 
fase móvil, bien durante todo el análisis o combinándolo cowun período de elución isocrática. 
La siguiente tabla recoge los rellenos de columna en fase inversa más utilizados 








Quercetina, Vidac 101SC 
Kaempferol y compuestos 
relacionados 
Isoflavonoides Merckosorb SI 
60 
Eteres de flavonas Pellosil HC 
Flavanonas-chalconas 
Hesperitina y hesperidina 
Pellidon 




Glicósidos de flavonoides 
Glicoflavonas isoméricas 
Glicoflavonas 
Naringina y rutinbsido de 
naringenina 
Glicósidos de flavonoles 
CtBondapak C- 18 




FBondapak C- 18 
ItBondapak C- 18 


















(pH 4.8) con 10 de 
metano1 100 % 
Metano]-agua-ác.acético 
(30:63:5) 













La detección de flavonoides en HPLC se ha realizado principalmente por 
espectrofotometría UVNIS, aprovechando la intensa absorción que presentan estos compuestos 
en esta zona del espectro; esto, unido a la elevada sensibilidad de los detectores existentes, 
permite el analisis de muestras que contengan cantidades muy pequenas de estas moléculas. 
La longitud de onda empleada debe ser compatible con el eluyente utilizado 
(éste debe ser invisible a la misma), y la adecuada para que ~os’sustratos presenten una 
sensibilidad lo más elevada posible. 
Para flavonoides, las longitudes de onda más empleadas son aquellas entre 250 
y 280 nm, habiéndose utilizado también las comprendidas entre 335 y 375 nm, y. más 
concretamente, entre 340 y 360 nm, por ser útiles también para otros compuestos fen6licos. 
Aunque la detección sé suele realizar a una única longitud de onda, se ha 
realizado también de forma simultanea a dos, ya que se considera que este análisis permite 
realizar la deteccion de dos sustancias cuyos picos se solapen en base a la distinta extinción 
molar que presenten a una y otra longitud de onda. Esta metodologia requiere el empleo de 
patrón interno, pero resulta muy interesante de cara al analisis cuantitativo. 
También se han desarrollado detectores de longitud de onda variable (detectores 
Diodo-array) que permiten obtener el espectro de absorción de las sustancias separadas. 
Otra posibilidad de detección, de gran utilidad, es el acoplamiento de un 
espectrómetro de masas, debido a su elevada sensibilidad. 
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Como conclusibn, podemos decir que para el análisis de flavonoides por HPLC 
se empleau columnas de fase inversa, normalmente ODS, con ka fase móvil formada por 
agua, metano1 y/o acetonitrilo, con un modificador kido, fundamentalmente ácido acético, y 
un detector UVNIS. 
11.3.3.6. Espectroscopia UVNIS 
Es la técnica más utilizada para la detección de flavonoides, aprovechando la 
Intensa absorción que presentan estos compuestos en esa zona del espectro. Esto, unido a la 
elevada sensibilidad de los detectores existentes, permite el análisis de muestras que contengan 
cantidades muy pequebas de estos compuestos (O-l mg de flavonoide). 
Las longitudes de onda más adecuadas, de acuerdo con su absorción, son las 
comprendidas entre 250 y 280 mu y entre 335 y 375 nm, teniendo en cuenta que los 
disolventes a emplear deben ser transparentes, es decir, que no presenten absorción a estas 
longitudes de onda. Así, el benceno dar& problemas si la detección se realiza a longitudes de 
onda inferiores a 300 nm. 
Normalmente se realiza la detección a una única longitud de onda, aunque en 
ocasiones se ha realizado de forma simultilnea a dos longitudes de onda, por ejemplo a 275 
y 320 nm.Esta metodología precisa el empleo de un patrón interno, pero es interesante a la 
hora de realizar anlálisis cuantitativos. 
Con los nuevos detectores de tipo diodo-array (los cuales realizan un barrido 
entre las longitudes de onda seleccionadas, midiendo la absorción de las sustancias a dichas 
longitudes), es posible obtener el espectro de absorcibn característico de la sustancia problema. 
Con la espectroscopia UVNIS es posible tanto identificar el tipo de flavonoide 
(flavona, flavonol...) como su patrón de oxigenación. La presencia de grupos hidroxilo 
fenólicos se pone de manifiesto al sfíadir distintos reactivos como metóxido sddico, acetato 
sódico, cloruro de aluminio, ácido clorhídrico y ácido bórico a la solución de la sustancia 
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(realizada fundamentalmente en metano1 y, con peores resultados, en etanol) y observando los 
Gambios en los picos de absorcih. Indirectamente también sirve para determinar la 
localización de un azúcar o grupo metilo unidos a un resto fenólica. 
Para un análisis cuantitativo se emplea la relacih obtenida de la Ley de 
Lambert-Beer: 
A=Excxd 
A: absorbancia leída por el instrumento 
E: coeficiente de extinción molar 
c: concentración molar del flavonoide 
d: longitud de la chla del detector en cm 
El espectro típico de flavonoides consiste en dos bandas de absorción máxima 
entre 240-285 nm (banda 11) y 300-550 nm (banda 1). La posicih exacta y la intensidad 
relativa de estos máximos nos permite conocer la naturaleza y patrón de oxigenación del 
flavonoide. 
Es muy extensa la bibliograffa que recoge los espectros típicos de multitud de 
flavonoides, así como los cambios en ellos producidos por distintas sustituciones en su núcleo 
Y las claves para su identificación (Markham, 1982; Harborne, 1988) 
11.3.3.7. Espectroscopia IR 
Los compuestos que poseen una estructura química compleja y semejante, 
presentan espectros característicos al infrarrojo. Las vibraciones de la molécula producen una 
Serie de bandas de absorción de energla inferior a 1500 cm.’ y cuyas posiciones son 
características de cada molécula. 
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Al realizar un espectro aparece una región por encima de 1500 cm-’ con bandas 
de absorción correspondientes a determinados grupos funcional&, y otra por debajo de esta 
frecuencia que contiene la banda característica del compuesto de que se trate y no de ningún 
otro. Esta última banda es denominada “Huella dactilar”. 
En el caso de flavonas, flavonoles y flavanonas, las bandas más características 
que aparecen en el espectro IR son las debidas a los grupos c,arbonilo e hidroxilo de la 
molécula, así como a determinadas sustituciones en el núcleo fundamental. 
Existe una amplia bibliografía sobre el fundamento de esta técnica 
espectroscópica, así como su aplicacibn a la identificación de flavonoides. 
11.3.3.8. Espectrofotometría de masas 
Se basa en la produccibn de iones a partir de la muestra a analizar, 
seguida de una separación de los mismos de acuerdo con la relación Peso molecular/unidad 
de carga (m/Z). El registro de las masas y la abundancia de los distintos iones originados se 
denomina espectro de masas. 
Sus principales aplicaciones son la determinación de pesos moleculares, 
establecimiento de la distribución de los sustituyentes entre los anillos A y B y determinación 
de In naturaleza y localización de los azúcares en C- y 0- glicósidos. 
Una ventaja fundamental de esta técnica es la pequeña cantidad de muestra 
necesaria para el anhlisis (submiligramos), siendo prácticamente el único método vAlido 
cuando se dispone de muy pequefia cantidad de la misma. 
El espectro de masas de un flavonoide consiste en una serie de señales, cada 
una de las cuales corresponde a un fragmento del flavonoide original producido por el impacto 
de electrones en el espectrofotómetro. Las sehales se recogen como una serie de líneas o de 
x3 
-: forma numérica Y son ordenadas según su relación n-0,. La intensidad de las sefiales es 
:; proporcional a la cantidad de especies cargadas producidas por ‘el impacto electrónico. 
>,: 
Un requisito indispensable es que el flavonoide sea suficientemente volátil en 
:!,~‘, ,,, el alto vacío formado dentro del espectrómetro. La mayoria de las agliconas son 
,,~~ ;, ~ g:,,,, suficientemente volkiles a loo-230 OC; las temperaturas más elevadas son necesarias para las 
; rn6s polares (polihidroxiflavonas y flavonoles). Glicósidos, antocianos y biflavonoides no son 
:;;:;f! suftcientemente volátiles, por lo que deben sufrir derivatizacionesprevias como permetilación, 
:;i:!, perdeuteración o trimetilsililación. 
~,:y ;  
Las reglas generales de interpretackn de la f6rmula molecular, tipo y número 
:g, de sustituciones en los tres anillos del esqueleto y,,en algunos casos, Ia IocalizacXm exacta de 
:‘: : ;; CitaS sustiiuciones, son tratadas con extensión por Ma&ham, 1982. 
>;,, ,):: 
‘,j, 
La espectrofotometría de masas de desorcidn de campo (Field Desorption-FD) 
eS la primera técnica de ionización usada para el estudio de compuestos termolábiles, y ha 
2:: sido aplicada al estudio de los flavonoides por Schulten y Games, 1974, Zapesochnaya y col., 
1984 y Domon y Hostettmann, 1985. 
Una tercera técnica es la espectroscopia de masas por bombardeo atómico 
rbpido (Fast Atomic Bombardement- FAB), utilizable para átomos neutros. La muestra es 
solubilizada en una matriz polar, por ejemplo glicerol, y depositada en un recipiente de cobre 
que es bombardeado por Atomos energizados, induciendo deserción e ionización. 
La espectrofotometria de masas ha sido utilizada en numerosos trabajos Para 
Ia determinacibn de estructuras de flavonoides aislados del G6nero SdeMs, como el caso de 
BarberAn y COI., 1985a y 1985b, y Fernandez Y col., 1988. 
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11.3.3.9. Espectroscopía de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) 
Cuando se somete una molécula a la acción de un campo magnético, ciertos 
núcleos como ‘H ó “C, con carga positiva y movimiento de giro, se comportan como imanes, 
tendiendo a orientarse según dos direcciones posibles; la mas estable es aquella en la que el 
momento magnético nuclear está orientado en la misma dirección que el campo magnético. 
La RbKN cuantifica la energía necesaria para orientar los núcleos en contra de 
dicho campo, energía que se registra en valores de desplazamiento químico 6 o partes por 
millón (ppm). 
Por lo tanto, esta técnica permite determinar el número, naturaleza y ambiente 
estructural que rodea a los btomos de Hidrógeno o Carbono de una molécula. 
a) Espectroscopía de resonancia magnética de carbono (‘?-MNR) 
Proporciona información sobre el carbono principal de la molécula, aplicándose 
para establecer el número total de átomos de carbono, el número de carbonos oxigenados del 
núcleo de flavonoide y el número de carbonos en la mokula de azúcar. También permite 
identificar el o los azúcares unidos como C- u 0- heterósidos, determinar las uniones 
interglicosidicas y el lugar de los enlaces con el carbono (en C-glicósidos, biflavonoides, 
etc.). 
No presenta una sensibilidad superior a la ‘H-RMN, pero es complementaria 
a esta. Las modernas técnicas de RMN y Fourier Transform (FT) permiten medir espectros 
de protones en muestras menores de unos pocos microgramos, mientras el espectro de “C 
todavía requiere una cantidad superior a 5 mg (Markham y col., 1982). 
Los dos factores a tener en cuenta para la eleccibn del solvente son la 
solubilidad de la muestra y la posición de las resonancias de carbono del solvente. 
Normalmente se utilizan cloroformo deuterado (CDCl,), dioxano, acetona hexadeuterada 
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{(CD,),CO), dimetilsulfóxido hexadeuterado (DMSO-d6), 6xido de deuterio (DZO) y sus 
combinaciones. 
Las resonancias se expresan normalmente en partes por millón (ppm). 
Es muy útil para examinar mezclas complejas de heterósidos de flavonoides. 
b) Espectroscopia de resonancia magnétic,a de protón (‘H-W) 
Informa sobre el ambiente estructural de cada protón. Sus aplicaciones típicas 
son la definición del patr6n de oxigenación de.los tres anillos, determinación del número y 
posición de los grupos metoxilo, distinción de isoflavonas, flavanonas y dihidroflavonoks, 
determínacibn del número de azúcares presentes (asi como su unión en CL o p) y detección de 
la cadena hidrocarbonada unida como C-CH, y restos prenilo. 
Markbam, 1982, expone tanto los principios de esta técnica espectroscópica 
como los solventes y cantidad de muestra a emplear, asl como la interpretación de los 
espectros obtenidos. 
BarberAn y col., 1985a y 1985b y Fernández y col., 1988, utilizaron ambos 
tipos de espectroscopía de resonancia magnética para la determinación de las estructuras de 
varios flavonoides aislados del Género Sideriris, entre ellos luteolina, cirsiliol y apigenina. 
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III.- MATERIAL Y MÉTODOS 
111.1~ MATERIAL VEGETAL 
Se han recoleclado dieciséis especies del Genero Sidwiiis. 
De cada una de las especies objeto de estudio, se depositó un ejemplar 
en el herbario M.A.F. del Departamento de Botánica de la Facultad de Farmacia, UCM. 
La tabla 3.1 recoge los nombres de las especies, asi como el lugar y 
fecha d,e su recolección y número asignado en el herbario M.A.F. a las mismas. 
Todas las muestras se desecaron a temperatura ambiente, procediéndose 
desputis a su pulverización y almacenaje. 
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TAl3LA 3.1 ESPECIES DEL GÉNERO SIDERITIS ESTUDIADAS 





s. leucantha Yar. serratifalia 
S. billora 
S. leucantha ssp. incana YX. meridionalis 
S. bourgeana 
S. pusilla ssp. almerienris 
S. ibanyezii 
S. pusilla ssp. pusilla var.yanatensis 













































Peaiarrodá, Sierra Gádor (AL) 
Rambla de AulaSo, Puente Navarro (AL) 
Las Negras (AL) 
De Bazares a la Tetica de Bacares (AL) 
Peziarrodá, Sierra Gádor (AL) 
Llanos de Lucainena de las Torres (AL) 
El Pinar de Védar (AL) 
Montealegre-Fuenteálamo (AB) 
Rambla de Huéchar; Sierra Gádor (AL) 
Sierra del kiento, Lorca (MU) 
Estribaciones de Sierra Alhamilla (AL) 
Carretera de Vélez Rubio a Baza (AL) 
Cillas (GU) 
Cuevaî de Almanzora (AL) 




















111.2.- METODOLOGíA ANALÍTICA 
II1.2.1,- Extracción, aislamiento v nurificacibn 
Para la extracción de los compuestos flavónicos de todas las especies en 
estudio, se ha escogido uno de los metodos revisados de extracción por disolventes de 
polaridad creciente. 
La ventaja de realizar un proceso de extraccibn de este tipo reside en conseguir 
la separación de los distintos principios activos ,del vegetal según su polaridad. 
Las muestras de las especies, convenientemente desecadas y pulverizadas, 
fueron sometidas a extracción por percolacion en frío, Se comenzó con un disolvente apolar, 
hexano; una vez agotada la droga, el marco se somete a nuevas extracciones. En primer lugar 
se empleo una mezcla etanol: agua (70:30) tambien en percolador. 
El extracto hidroalcohólico se concentro en un rotavapor a presión reducida 
hasta eliminación de todo el etanol. El extracto acuoso resultante se volvió a extraer en 
ampolla de decantación con disolventes organices de polaridad creciente : éter etilico, acetato 
de etilo y butanol. Así se obtuvieron los otros cuatro extractos: etéreo, acetato de etilo, 
butanólico y el restante extracto acuoso ya agotado. 
Al utilizar como primer disolvente el hexano, conseguimos eliminar del marco 
aquellos compuestos apolares (fundamentalmente resinas, aceites esenciales...) que pueden 
interferir en el momento de extraer los flavonoides. En el extracto hexánico encontraremos, 
si los hay, los flavonoides de excreción del vegetal, es decir, aquellos flavonoides más 
apolares. 
La extracción de la solución acuosa resultante tras la eliminación del etanol del 
extracto hidroalcohólico, en ampolla de decantación con disolventes de polaridad creciente, 
permite obtener por separado los distintos compuestos flavónicos de la planta. Así, en el 
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extracto etéreo encontraremos flavonoides de polaridad media (fundamentalmente geninas); 
en el extracto acetato de etilo, aquellos flavonoides de polaridad algo superior (mono- o 
diglicósidos), mientras que en los extractos butanólico y acuoso finales residirán los 
flavonoides más polares (flavonoides polihidroxilados y otros heterósidos). 
De esta manera conseguimos una separación secuencial de los distintos 
compuestos flavónicos, lo cual facilita su posterior estudio. 
Todos los extractos se concentraron a sequedad en rotavapor a presión reducida 




III.2.2.- Técnicas analíticas empieadas 
II1.2.2.1.- CCF 
Los extractos preparados de las especies fueron sometidos a estudio por 
cromatografía en capa fina como técnica previa para analizar la presencia de flavonoides en 
ellos. 
Tras la revisión de las Fases móviles utilizadas para CCF de compuestos 
flavónicos, se escogieron: 
Benceno: Metanol: Acido acético (45:3:2) 
Acetato Etilo: Acido fórmico: Acido acetico: Agua 
(100:11:11:27) y (100:11:11:10) 
Benceno: Piridina: Acido formico (72: 18:lO) 
Butanol: Acido acetico: Agua (40:10:50), fase superior (BAW) 
Como fase estacionaria se emplearon cromatofolios de Silicagel 60 con 
indicador de fluorescencia a 254 mn. de 20 x 20 cm. 
Como revelador se eligió la observación a la luz UV (255 y 360 mn) antes y 
después de someter las placas a vapores de amoniaco. Una vez observadas se emplearon 
NP/PEG y AICI,. 
En los casos en que fue necesario, se realizó una hidrólisis en placa para el 
estudio de los azúcares del compuesto incial. Dicha hidrólisis se llevo a cabo según la técnica 
propuesta por Karting: una cubeta conteniendo 1 cm de altura de HCI c,oncentrado se calienta 
a 100°C en estufa durante 30 minutos. Transcurrido este tiempo, se introduce la placa en su 
interior y se mantiene durante 20 minutos a temperatura ambiente o a 1 OO”C, dependiendo de 
la naturaleza de la unión a hidrolizar. 
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Se emplearon cuatro patrones de azucares: 
1 (+) glucosa, D (-) xilosa, L (+) rhanmosa y D (-) arabinosa. 
Como Fase Estacionaria se emplearon placas de gel de sílice 60 F254, 20 cm 
20 cm Merck 
La Fase Móvil elegida fue: 
Acetato de etilo: Acido acetico: Metanol: Agua (60:15:15:10) 
El revelador empleado fue una solución de Ftalato de p-anisidina. Tras rociar 
LS placas con el mismo, éstas se introducen en la estufa a 120°C durante 10 minutos, 
III.2.2.2.- HPLC 
Una vez confirmada la presencia de flavonoides en los extractos por CCF, estos 
ìsaron a ser analizados por HPLC. 
Se emplearon dos equipos de cromatógrafos liquidos de alta resolución: 
* Varian 500 con inyector automitico Waters WISP 71 OB e integrador 3390A 
: Hewlett-Packard. 
* Varian bomba 2510 HPLC; base de datos Varian DS654 y un detector diodo 
ray 9065 Polychrom de longitud de onda variable, 
Utilizamos dos columnas de Cromatografía Líquida de Alta Resolución de fase 
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* Columna analítica Hewlett-Packard Hypersil ODS 200x4,6 mm, 5nm 
* Columna semipreparativa Tecknochroma Hypersil ODS 250x7 mm, 5pm 
Para optimizar la Fase móvil, se realizaron una serie de ensayos. Inicialmente 
se emplearon las siguientes condiciones de analisis: 
- Solvente A: Acetonitrilo 
- Solvente B: Agua: Acido fórmico (52:3) 
con una elución isocrática de AB en proporción 9:l durante 20 minutos 
- Flujo: 0,7 mllmin 
- Detección a 360 nm 
Sin embargo, la resolución no resultó satisfactoria, por lo cual se aumentó la 
proporción de acetonitrilo hasta un 95 %. 
No todos los picos detectados a 360 nm son flavonoides, por lo cual se decidió 
modificar la longitud de onda de detección a 254 nm. 
Después de repetidos análisis comprobamos que el ácido fórmico, utilizado 
como modificador ácido de la fase móvil, presenta una elevada absorción al UV e interfiere 
en los espectros de los picos del cromatograma. Por ello decidimos sustituirlo por el ácido 
acético, ensayándose el análisis con distintas cantidades del mismo: 
l.- Solvente A: Agua: Acido acético 1% 
Solvente B: Acetonitrilo 
en gradiente lineal de A:B desde 70:30 hasta 30:70 en 20 minutos, con llil f]UjO 
de 1 ml/min 
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Los picos obtenidos presentan bastante cola. 
2.- Solvente A: Agua: Acido acético 2% 
Solvente B: Acetonitrilo 
en gradiente lineal de A:B desde 70:30 hasta 30:70 en 20 minutos, con un flujo 
de 2 ml/min 
La resolución obtenida es muy buena, por lo cual se conserva esta proporción 
Agua:Ac. acético. 
Se ensayaron distintas proporciones en el gradiente de la fase movil, llegándose 
a obtener la que ofrece una mejor resolución del cromatograma: 
Gradiente lineal durante los 10 primero minutos desde el 70% hasta el 50% de 
A; en el minuto ll la proporción de A disminuye hasta el 20% y se mantiene en elucion 
isocrática hasta el minuto 20. El tiempo de recuperacion de las condiciones iniciales del 
análisis es de 10 minutos. 
Por lo tanto, las condiciones de análisis escogidas finalmente son las siguientes: 
A)- Columna analítica Hewlett-Packard Hypersil ,ODS 200 x 4.6mm, 5 um 
- Fase móvil: 
Solvente A: Agua: Ac.acético (2%) 
Solvente B: Acetonitrilo 
- Tiempo de análisis: 20 min con una elución en gradiente en primer lugar y, 
bosteriormente, lineal. 
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1 O.- Desmetilnobiletina 
La identificación de los compuestos flavónicos presentes en los distintos 
extractos se llev6 a cabo por comparación con los ta de los patrones de flavonoides puros 
y de los espectros correspondientes. Para evaluar la riqueza de los picos, estos fueron 
monitorizados con el detector diodo array (200-400 nm). Los espectros correspondientes 
al inicio, Apex y final del pico fueron normalizados y superpuestos, considerhdose puros 
cuando los tres coincidían exactamente [match factor >99). Por extrapolacih de la curva 
de calibrado concentraciónlárea de los mismos se procedió a la cuantificación de los 
compuestos identificados. 
Para obtener la concentración de solución a inyectar más adecuada, atendiendo 
a las características del equipo cromatográfíco, se realizaron varias pruebas pesando distintas 
cantidades de extracto y disolviéndolas en el solvente de elección, metanol. Finalmente, se 
obtuvo como óptima una concentracibn de l-1,5 mg/ml, por lo cual se intentó que todas las 
muestras preparadas se aproximaran a ella lo más posible. Estas concentraciones, en & 
extracto por ml de metano], se recogen a continuación en la TABLA 3.1 
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TABLA 3.1 
S.iemxm var inc, 
S.pMSiEh 1.125 1.575 1.575 1.425 1.550 
S.glcnrca 1.150 1.450 1soo 1.425 1.500 
S. incana ssp inc. 1.400 1.450 1.475 1.450 1.500 
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III.2.2.3.- Espectroscopia UVNIS 
Los compuestos flavhicos detectados cuya identificación no fue posible por 
HPLC fueron aislados mediante HPLC semipreparativo y se realizó su espectro de absorción 
UVNIS siguiendo la técnica correspondiente, 
III.2.2.4.- Espectroscopia de RMN 
El espectrómetro utilizado fue un Bruker 250 AC (250 MHz, ‘H), (62.5 MHz, 
‘“C). Como solvente se empleó metano1 deuterado (CD,OD). 
Del compuesto sin identificar se realizaron espectros de ‘H, de “C, 




IVA.- Rendimientos de los extractos
La tabla 4.1 recoge el porcentaje (en peso) de cada uno de los extractos
~obtenidosde las distintas especies.
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TABLA 4,1
ESPECIE Hexánico Etéreo Acetato de
etilo
Butanál Acuoso
S.foetcns 0,82 2,89 0,72 0,96 4,64
~Uitteola 1,16 3,65 0,78 0,91 2,98
Sa/nieriensis 1,00 0,50 1,00 0,25 4,25
S.Jdrsuta 3,60 0,20 0,30 0,50 0,50
S./eucantha var
Serratqólia
2,40 0,50 1,10 0,50 8,60




1,50 1,00 1,50 2,50 4,50
S.bourgeana 0,50 1,50 1,50 6,00 4,00
S.pusilla ssp
a/nwr¡ens,s




1,66 2,33 3,60 2,33 4,00
S.ibanyezu 0,50 1,50 2,00 3,00 6,50
S.leucantha var
zutana
1,00 1,50 3,00 8,50 6,00
S.c¡llensis 2,00 1,50 2,00 6,50 9,50
S.pusilla 2,00 3,50 2,00 5,50 4,50
S.glauca 0,50 0,50 0,50 1,00 4,00
Lincana SSp
incana
0,50 0,50 0,50 2,50 6,50
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IV.J - CromatoRrafla en CaDa Fina
Para el estudio de los distintos extractos, una pequefia cantidad de cada
muestra fue disuelta en Metanol para cromatografía. Para optimizar la separación de las
manchas se emplearon distintas fases móviles:
FM1 : Benceno:Metanol:Acido acético (45:3:2)
FM2 : Acetato de Etilo:Acido fórmicotAcido acético:Agua (100:11:11:27)
FM3 Benceno:Piridina:Acido fórmico (72:18:10)
FM4 Acetato de Etilo:Acido fórmico:Acido acético:Agua (100:11:11:10)
FM5 : Butanol:Acido aeético:Agua (40:10:50) fase superior (BAW)
Una vez desarrollado e] cromatograma, las placas fueron sometidas a vapores
de amoníaco y visualizadas a la luz ultravioleta, Posteriormente se revelaron con una solución
de NEU (NP/PEO) o Aid3.
A continuación se recogen los resultados obtenidos tras el análisis de los
patrones bajo las distintas fases móviles (Rf y coloración al UV después de revelar con NEU).
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FLAVONOIDE
FM COLOR TRAS NEU
1 2 3 ~ 5 254nrn J366nm
[soscut.-7-
glucósido
0,00 0,12 0,01 0,45 0,60 Aimarill Oscuro
Hypolaetina 8-
glucósido
0,00 0,17 0,03 0,76 0,45 Amaru Naranj
Luteolina 0,17 0,89 0,23 1,00 0,85 Am-Nar Oscuro
Crisoeriol 0,38 0,90 0,55 1,00 0,83 Amarill Oscuro
Apigenina 0,35 0,92 0,51 1,00 0,84 Amarill Oscuro
Sideritofla 0,38 0,86 0,68 1,00 0,80 Naranja Oscuro
Xantom’crol 0,58 0,93 0,78 1,00 0,83 Oscuro Oscuro
Gardenina D 0,64 0,92 0,79 1,00 0,80 Oscuro Oscuro
8-MeO-
oirsilineol
0,66 0,92 0,79 1,00 0,81 Oscuro Oscuro
Desmetil-
r~obi1etina
0,80 0,99 0,85 1,00 0,86 Naranja Oscuro
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El número de compuestos flavónicos detectados en cada especie, así como su
Rf bajo las distintas Fases Móviles empleadas y la coloración obtenida tras su revelado, se









Hexánico 1 0,44 Amarillo Oscuro
Etéreo 1 0,20 Amarillo Oscuro Luteolina
0,25 Amarillo Oscuro
0,39 Amarillo Oscuro Crisoeriol
0,44 Amarillo Oscuro
2 0,58 Oscuro Oscuro
0,82 Oscuro Oscuro Luteolina
1,00 Amarillo Oscuro Desmet.nob
3 0,00 Amarillo Oscuro Isoscutel.
0,68 Oscuro Oscuro
Acetato El 1 0,25 Amarillo Oscuro
0,40 Amarillo Oscuro Crisoeriol
0,46 Amarillo Oscuro
2 0,68 Naranja Oscuro
0,71 Naranja Oscuro
0,75 Naranja Oscuro
4 0,28 Naranja Naran.
0,33 Naranja Naran.
0,39 Naranja Naran.
0,43 Naranja Naran. Isoscutel.
0,50 Naranja Oscuro
0,63 Naranja Verde
0,79 Naranja Oscuro Hypolaet.
Butanólico 2 0,60 Amarillo Oscuro
0,66 Naranja Oscuro




EXTRACTO FM Color tras NEU Flavonoide
366nm 254nm
Hexánico 1 -
Etéreo 1 0,25 Amarilí Oscuro
0,40 Amarill Oscuro Crisoeriol
0,46 Amarill Oscuro
2 0,60 Oscuro Oscuro
1,00 Amarilí Oscuro Desmetilnob
3 0,00 Amarilí Oscuro Isoscutelar
0,03 Oscuro Oscuro Hypolaetina
0,79 Amarill Oscuro Oar,D u 8-MeO-
cirsil
Acetato Et 2 0,71 Oscuro Oscuro
0,73 Naranja Oscuro
0,76 Oscuro Oscuro
0,91 Amarlíl Oscuro Crisoeriol
0,97 Amarjíl Oscuro Desmetilnob
4 0,44 Amarilí Oscuro Isoscutelar
0,49 Oscuro Oscuro
0,5 1 Oscuro Oscuro
Butanólico 2 -





FM Rf Color tras NEU
Flavonoide366 nm 254 nm
Hexánico 1 0,55 Oscuro Oscuro Xantomicrol
0,80 Amarjll Oscuro Desmctilnob
Etéreo 2 1,00 Amarilí Oscuro Desmetilnob





0,97 Naranja Oscuro Desmetilnob
4 0,59 Naranja Oscuro
0,62 Oscuro Oscuro
0,75 Naranja Oscuro Hypolaetina
0,93 Oscuro Oscuro Xantomicrol
0,97 Naranja Oscuro Desmetilnob














Hexánico 1 0,55 Xantomíc
Etéreo 2 1,00 Amarilí Oscuro Desmetnob
3 0,10 Amarilí Oscuro
0,63 Ainarill Oscuro
0,91 Oscuro , Oscuro Desmetnob
Acetato Et 2 0,69 Naranja Oscuro
0,74 Naranja Oscuro
0,79 Oscuro Oscuro
0,86 Am-Verd Oscuro Liteol o
Sideritof
0,97 Naranja Naranj Desmetnob




0,75 Naranja Oscuro Hypoiaet
0,79 Naranja Oscuro
0,90 Naranja Oscuro
0,97 Naranja Oscuro Desmetnob





Acuoso 2 0,51 Naranja Oscuro Nar




Sideritis leucantha var serratlfolia,
~254nnxColor tras NEUEXTRACTO FM Rl 366nm AId3 Flavonoide
Hexánico 1 0,00 Amarilí Oscuro Isoscut o
Hypolaet
1,00 Oscuro Oscuro
Etéreo 2 1,00 Amarilí Oscuro Desmctnob
3 0,10 Amarilí Oscuro
Acetato Et 2 0,75 Verde Oscuro
0,78 Oscuro Oscuro
0,81 Naranja Naranj
0,86 Ama-Ver Oscuro Luteolina
0,94 Verde Oscuro
0,97 Oscuro Oscuro Gar,D u 8-
MeO cirsilin
0,98 Naranja Oscuro Desmetnob
4 0,56 Naranja Oscuro
0,59 Oscuro Oscuro
0,69 Naranja Oscuro




Butanólico 2 0,61 Amaru] Oscuro
0,66 Oscuro Oscuro
0,73 Amaru] Oscuro





EXTRACTO FM Rl Color tras NEU Flavonoide
366mn
Hexánico 1 0,55 Oscuro Oscuro XantomicrOl
0,80 AmarlIl Oscuro Desmetilnob
Etéreo 2 0,82 Naranja Oscuro Sideritofla
1,00 Amarjll Oscuro Desmetilnob
3 0,06 Naranja Oscuro
0,40 Oscuro Oscuro
0,57 Oscuro Oscuro Crisoeriol
0,67 Oscuro Oscuro Sideritofla
0,76 Oscuro Oscuro Xantornicrol
0,79 Amaru] Oscuro Gardenina D









0,90 Amarlíl Oscuro Crisoeriol
4 0,54 Naranja Oscuro
0,58 Naranja Oscuro
0,63 Oscuro Oscuro
0,74 Amarilí Oscuro Hypolaetina
0,81 Amarjll Amar
0,97 Amarill Oscuro Desmetilnob
Butanólico 5 0,13 Naranja Naranj
113
0,37 Naranja Oscuro
0,44 Amarild Oscuro Hypolaetina
0,53 Naranja Oscuro
0,60 Amarilí Oscuro Isoscutelar
0,75 Am-Ver Oscuro
0,78 Naranja Oscuro Sideritofla





Sideritis leucaniha ssp incana var ¡neridionalis
.TRACTO FM PI Color tras NEU Flavonoide
366 nm 254nm
~nico 1 0,55 Oscuro Oscur Xantamicrol
2 1,00 Amarilí Oscur Desmetilnob
3 0,09 Naranja Oscur Hypolaetina
0,40 Oscuro Oscur
0,57 Oscuro Oscur Crisoeriol
0,67 Oscuro Oscur Sideritofla
0,76 Oscuro Oscur Xantornicrol
0,78 Amarjll Oscur Gardenina D




0,90 Amaru Oscur Crisoeriol






























lIexánico 1 0,55 Xantomicrol
0,81 Amarilí Oscuro Desmetilnob
0,86 Oscuro Oscuro
Etéreo 3 0,00 Amarlíl Oscuro Isoscutelar
0,03 Oscuro Oscuro Hypolaetina
0,06 Naranja Oscuro
0,09 Naranja Oscuro
0,68 Naranja Oscuro Sideritofla
0,71 Oscuro Oscuro
0,79 Amarilí Oscuro Gar,D u 8-MeO-
cirsilin







0,76 Naranja Oscuro Sideritofla
0,90 Amari]1 Oscuro Crisocriol
4 0,57 Naranja Oscuro
0,62 Oscuro Oscuro
0,74 Amarilí Oscuro Hyp&Iaetina
0,82 Naranja Oscuro
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0,77 Naranja Oscuro Sideritofla
5 0,16 Naranja Oscuro
0,38 Naranja Oscuro




0,59 Amarill Oscuro Isoscutelar
0,62 Verde Oscuro
0,69 Am-Ver Oscuro
Acuoso 2 0,00 Amarlil Oscuro
0,36 Amarlil Oscuro
0,64 Am-Ver Oscuro
5 0,15 Amaru) Oscuro





Sideritis pusilla ssp alineriensis
EXTRACTO FM Rl’ Color tras NEU Flavonoide
366 nm 254 mn
Hexánico 1 0,86 Oscuro Oscuro Oscuro
Etéreo 3 0,00 Amarilí Oscuro Isoscutelar




0,68 Naranja Oscuro Sideritofla
0,71 Oscuro Oscuro




0,90 Amarilí Oscuro Crisoeriol























EXTRACTO FM Rl’ Color tras NEU Flavonoide
366 nm 254 tun
Hexánico 1 0,26 Naranja Naranj
0,31 Naraita Naranj Sideritofla
0,40 Azul Oscuro
0,46 Amarilí Oscuro
Etéreo 3 0,40 Oscuro Oscuro
0,57 Amarilí Oscuro Crisoeriol
0,68 Naranja Oscuro Sideritofla
0,76 Oscuro Oscuro Xantomicrol






0,90 Amarill Oscuro Crisoeriol
4 0,57 Oscuro Oscuro
0,60 Oscuro Oscuro
0,71 Naranja Naranj Hypolaetina
0,79 Oscuro Oscuro Gar D u 8-MeO-
cirslinineol























0,61 Amarill Oscdro Isoscutelar
Acuoso 2 0,00 Naranja Oscuro
0,50 Amarill Oscuro
0,65 Am-Ver Oscuro
5 0,00 Oscuro Oscuro
0,56 Amarilí Oscuro
0,60 Amarilí Oscuro Isoscutelar
0,82 Amarilí Oscuro Crisoeriol
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TABLA 4.12
Sideritis pusifla ssp pusilla var granarensis
ÉXTRACTO FM Rl Color tras NEU Flavonoide
366 nin
Hexánico 1 0,00 AmanIl Oscuro Isoscutelar
0,01 Naranja Oscuro Hypolaetina
0,31 Naranja Oscuro Sideritofla
0,86 Oscuro Oscuro Desmetilnob
Etéreo 3 0,68 Naranja Oscuro Sideritofla
0,76 Oscuro Oscuro Xantomicrol
0,80 Oscuro Oscuro Gar D u 8-MeO-
cirsilineo]
Acetato Et 2 0,55 Oscuro Oscuro
0,64 Ainarill Oscuro
0,90 Ainarill Oscuro Crisoerio]
4 0,57 Oscuro Oscuro Isoscutelar
0,66 Naranja Oscuro
0,76 Naranja Oscuro Hypolaetina
0,80 Oscuro Oscuro Gar D u 8-MeO-
cirsilineol






5 0,14 Amarjil Oscuro





Acuoso 2 0,00 Naranja Oscwo
0,38 Naranja Oscuro
0,65 Am-Ver Oscuro
5 0,00 Osorno Oscuro
0,55 Oscuro Oscuro




Sideritis leucanfha ssp incana
~XTRACTO FM Rl’ Color tras NEÚ Flavonoide
366 nin 254nm
Flexánico 1 0,64 Oscuro Oscuro Gardenina D
0,81 Ver-Am Oscuro Desmetilnob
Etéreo 1 0,00 Amarilí Oscuro Isoscutela
0,04 Amarilí Oscuro Hypolaetina
0,11 Verde Oscuro
0,16 Naranja Oscuro Luteolina
0,19 Naranja Oscuro
0,33 Oscuro Oscuro Sideritofla
0,43 Oscuro Oscuro
5 0,80 Am-Nar Oscuro Sideritofla
0,85 Naranja Oscuro Hypolaetina
0,87 Naranja Oscuro Desmetilnob
0,89 Amarilí Oscuro
Acetato Et 4 0,56 Naranja Oscuro Isoscutelar
0,67 Naranja Oscuro Hypolaetina
Butanólico 2 0,12 Amarilí Oscuro Isoscutelar
0,49 Naranja Oscuro
0,56 Oscuro Oscuro
5 0,14 Amari]I Oscuro
















0,61 Am-Nar Oscuro Isoscutelar
0,63 Am-Ver Oscuro
0,67 Am-Ver Oscuro
Acuoso 5 0,45 Amarilí Oscuro Hypo]aetina
0,50 Naranja Oscuro
0,57 Naranja Oscuro








EXTRACTO FM Rl’ Color tras NEU Flavonoide
366 nin 254 nm
[-lexánico 1 0,00 Amarilí Oscuro Hypolaet o
Isoscutelar
0,01 Amarilí Oscuro Hypolaet o
Isoscutelar
0,59 Oscuro Oscuro Xantomicrol
0,64 Oscuro Oscuro Gardenina D
0,81 Ver-Am Oscuro Desmetilnob
0,87 Oscuro Oscuro





0,14 AmarU] Oscuro Luteolina
0,26 Oscuro Oscuro
0,35 AmarlIl Oscuro Apigenina
0,38 Naranja Oscuro Sideritofla
0,44 Oscuro Oscuro
5 0,75 Naranja Oscuro
0,87 Naranja Oscuro Desmetilnob
0,89 Amarjll Oscuro
0,93 Naranja Oscuro
~cetato Et 4 0,55 Oscuro Oscuro Isoscutelar
0,68 Naranja Oscuro
0,71 Naranja Oscuro














5 0,14 AmarlIl Oscuro
0,39 Naranja Oscuro
0,46 Amarilí Oscuro Hypolaetina
0,50 Verde Oscuro
0,58 Verde Oscuro
0,61 Amarilí Oscuro ilsoscutelar
0,64 Verde Oscuro
0,71 Am-Ver Oscuro
Acuoso 5 0,46 Amarilí Oscuro Hypolaetina










FM RS Color tras NEU Flavonoide
366 nm 254 nm
Hexánico 1 0,59 Oscuro Oscuro Xantomicrol
0,65 Oscuro Osorno Qar D u 8-MeO-
cirsilineol
0,88 Oscuro Oscuro






0,] 4 Amarilí Oscuro






0,80 Naranja Oscuro Sideritofla
0,86 Naranja Oscuro Desmetilnob
0,90 Naranja Oscuro





0,88 Amarilí Oscuro Sideritofla











5 0,14 Amarjil Oscuro
0,57 Am-Ver Oscuro
0,61 Arnarjil Oscuro Isoscutelar
0,63 Am-Ver Oscuro
Acuoso 2 0,00 Naranja Oscuro









EXTRACTO FM PI Color tras NEU Flavonoide
366 mu 254 nm
Hexánico 1 0,00 Amarilí Oscuro Isoscutel o
Hypolaetina
0,61 Oscuro Oscuro Gardenina D
0,88 Osuro Oscuro
Etéreo 1 0,00 Naranja Oscuro Isoscutel o
Hypo]aetina
0,08 Verde Oscuro
5 0,64 Naranja Oscuro
0,70 Oscuro Oscuro
0,89 Naranja Oscuro
Acetato Et 2 0,45 Oscuro Oscuro
0,59 Am-Ver Oscuro




5 0,58 Oscuro Oscuro





























Sideritis incana ssp Picana
EXTRACTO FM RS Color tras NEU Flavonoide
366 mu 254 nm
Hexánico 1 0,00 Amarilí Oscuro Isoscutel o
Hypolaetina
0,80 Oscuro Oscuro Desmetilnob
0,88 Oscuro Oscuro
Etéreo 1 0,00 Naranja Oscuro Isoscutel o
Hypolaetina




0,19 Amarilí Oscuro Luteolina
5 0,55 Naranja Oscuro
0,62 Am-Nar Oscuro Isoscutelar
0,75 Amarilí Oscuro
0,79 Ainarill Oscuro

























































Acuoso 2 0,00 Naranja Oscuro
0,50 Naranja Naranj
5 0,15 Amarill Oscuro
0,50 ¡ Naranja Oscuro
0,54 Naranja Oscuro





IVIl - Cromatografía Líquida de Alta Resolución
IV.2.1.- Patrones
La tabla 4.19 recoge las propiedades y reproducibilidad de los patrones de
flavonoides disponibles con las condiciones de análisis indicadas anteriormente. El tiempo
muerto {t0) es de 1,10 mm a un flujo de imí/min y cada valor de tiempo de retención (tR) es
la media de 10 valores ±Desviación Standard (US).
TABLA 4.19
FLAVONOIDE tR(min) (±DS) a
Isoscutelarein-7-O-alosil-j3-D-glucósido ,897(±0.085) 0,66
Luteolina 2,670(±0.093) 1,34 2,03
Hypolaetina-8-O-~-D-glueósido 3,788(±0.037) 2,39 1,78
Crisoeriol . 8,029(±0618) 6,92 2,89
Apígenina 9,143(±0.335) 7,40 1,06
Sideritoflavona 1 l,349(±0.430) 9,69 1,30
Xantomicrol 12,648(±0.380) 10,06 1,03
Gardenina D ]3,139(±0.276) 11,12
8-metoxicirsilineol 1 3,391(±0.154) 11,16 1,003
Desrnetilnobiletina 14,591 (±0.045) 12,16 1,09
133
La tabla 4.20 muestra las distintas concentraciones de patrones empleadas para











































































Con estos datos se ha realizado la curva de calibrado de cada uno de los
compuestos patrón.
136
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IV.2.2,- Extractos de Sideriris
Las figuras 1 a 19 recogen los cromatogramas obtenidos para distintos
extractos de varias especies analizadas con las condiciones de análisis citadas en el
apartado correspondiente.
En las tablas 4.21 a 4.25 se muestran los flavonoides presentes en los
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Figura 4 Sideritis pusifla ssp almeriensis Exto hexánico
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Figura 7 Sideritis luteola Exto acetato de etilo
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Figura 14 Sideritis pus//la ssp almeriensis Exto butanólicc
1 -•1
Figura 15 Siderhis luteola Exto acuoso Figura 16 Sideritis almeriensi5 Edo acuoso
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Partiendo de las áreas obtenidas para cada compuesto, realizamos la extrapolación
de estos datos de la curva de calibrado de patrones, obteniendo así las concentraciones (en
mg/mí) de cada uno de los flavonoides en los diferentes extractos analizados, Estos valores
















1 0,027 0,003 0,141 0,307 0,238
2 0,002 0,167 0,026 0,170 0,133
3 0,0]4 - 0,125 0,252 0,167
4 Ir - 0,070 0,338 0,161
5 Ir 0,843 0,165 0,131 0,224
6 0,006 0,070 - 0,308 0,045
7 0,001 0,058 tr 0,134 0,054
8 Ir - 0,212 0,115 0,137
9 0,014 0,055 0,246 0,194 0,043
10 tr - 0,272 0,289 0,166
0,009 0,042 0<072 0,215 0,194
12 0,038 - 0,147 0,217 0,211
13 0,017 0,042 0,113 0,483 0,393
14 tr 0,042 0,037 0,336 0,079
15 tr 0,063 0,016 0,227 0,088

















1 tr 0,164 0,698 0,405 0,259
2 Ir 0,446 0,079 0,23 3 0,265
3 Ir 0,084 0,200 0,53 5 0,209
4 Ir 0,030 0,202 1,021 0,145
5 - 0,177 0,689 0,443 0,253
6 Ir 0,273 tr 0,867 0,267
7 Ir 0,244 - 0,808 0,106
8 - 0,296 1,148 0,467 0,214
9 tr - 0,753 0,265 0,107
10 0,041 0,172 0,763 0,761 0,152
11 0,032 tr 1,332 0,661 0,197
12 0,086 tr 0,628 1,429 - 0,316
13 0,025 tr 0,461 0,822 0,183
14 tr 0,027 0,658 1,021 0,074
15 0,069 0,259 0,168 0,8]8 0,137














1 tr tr tr -
2 tr tr - Ir
3 tr tr - -
4 - 0,039 - - -
5 - 0,066 0,019 tr -
6 tr - - -
7 - 0,1]9 0,211 - -
8 - 0,031 0,038 - -
9 tr — - -
10 - 0,020 -
11 tr Ir 0,058
12 tr - tr



















2 0,004 - - -
3 0,040 - 0,64 -
4 Ir 0,002 0,064 -
5 0,004 0,273 0,100 -
6 0,572 0,028 0,010-
7 0,004 0,3]5 0,034 -
8 - 0,153 0,800 -
9 0,005 - 0,049 -
10 0,037 0,042 0,080 -
11 0,022 0,038 - -
12 0,018 0,024 0,011 -
13 0,034 - 0,09] -
14 0,176 0,065 -
15 0,046 0,006 -














1 — — —
2 - - -
3 - — tr
4 - tr -
5 - 0,024 tr
6 - - -
7 - 0,020 tr
8 - - -
9 - - tr
10 - tr -
11 tr Ir —
12 tr tr -
13 Ir - tr
14 - - tr
¡
15 - - -














1 — — —
2 - - -
3 - - 0,080
4 - - 0,049
5 - tr 0,006
6 - - 0,014
7 - 0,219 0,019
8 - 0,353 0,066
9 - - -
10 - - 0,078
11 0,002 0,036 -















ESPECIE Exto Exto Exto acetato Exto Exto
hexánico etéreo de etilo butanólico acuoso
1 — — — — —
2 - - -
3 - - 0,008 - -
4 - - 0,042 - -
5 - 0,097 0,002 - -
6 - 0,410 0,0008
7 - - 0,001 - -
8 - 0,041 - - -
9 - - - - -
lO - 0,007 - -
1] 0,001 0,011 - - -
12 0,005 0,001 - - -
0,010 - 0,005 - -
14 - - - -
15 0,007 - - -


















































1 - - 0,074 - -
2 - 0,086 0,135 - -
3 tr 0,085 0,084 - -
4 - - - - -
5 0,081 - - - -
6 - - -
7 0,087 0,095 0,087 - -
8 0,073 - - - -
9 - 0,195 - - -
10 0,083 0,2]1 0,175
11 0,076 -
12 - 0,184 -
13 - -
14 - -
15 - 0,089 -
16 0,257 0,007 -
181



































































































































































































































































































































































































































































































































A partir de estas concentraciones se ha obtenido el porcentaje final de cada





















































































































































































































































































































































































Al realizar el análisis por HPLC de los distintos extractos, se obtuvo un
compuesto flavónico con un tiempo de retención de 2,780 minutos (F]) que no se
correspondía con ninguno de los patrones; por lo tanto, decidimos aislarlo e identificarlo.
En La tabla 4.38 se recogen las áreas correspondientes al mismo en cada uno de los
extractos, ¶y en la tabla 4.39, la concentración en mg/mí a que corresponden por















ESPECIE Exto Exto Exto acetato Exto Exto
hexánico etéreo de etilo butanólico acuoso
18389 202548 136418 63439
2 2868 480480 30768 50263 20644
3 5900 119918
4 18579 786431 50000
5 94478 1215060 138011 25358
6 4328 251947 806597 82590 2098




11 17954 287074 255308 4]6722
12 243902 ]89855
13 tr 240269 925805 209334
14 187525 64372 255908
15 12610 352265 864290
16 772524 1212098 372942
188
TABLA 4.39











1 0,014 0,068 0,049 0,027 0,158
2 0,010 0,148 0,018 0,024 0,0]5 0,215
3 0,011 0,044 0,055
4 0,014 0,237 0,024 0,275
5 0,036 0,362 0,049 0,016 0,463
6 0,010 0,082 0,243 0,033 0,0]0 0,378
7 0,010 0,079 0,033 0,067 0,189
8 0,263 0,033 0,296
9 0,013 0,013
10 0,037 0.059 0,096
0,014 0,092 0,083 0,130 0,319
12 0,080 0,064 0,144
13 0,079 0,278 0,070 0,427
14 0,063 0,028 0,083 01174
15 0,013 0,]l1 0,260 0,384
16 0,233 0,361 0,117 0,711
189
Por lo tanto, el contenido total de Fi en cada especie, expresado en % en




















rIV.4.- Elucidación estructural de Fí
JV.4.1.- CCF
En primer lugar se realizó la hidrólisis ácida del compuesto en placa.
;uidamente se procedió al desarrollo cromatográfico de la misma con las condiciones de
~ móvil y fase estacionaria anteriormente citadas, y empleando como patrones los
cares glucosa, xi]osa, rhanmosa y arabinosa.
Se obtuvieron dos manchas a Rl’ 0,28 y 0,38, ambas de color oscuro, y que
iciden con los valores obtenidos para glucosa y xilosa.
Por lo tanto; podemos sugerir que el compuesto Fi es un heterósido cuya
.e azucarada está formada por glucosa y xilosa.
IV.4.2.- Espectro de absorción UVIVIS
Llevamos a cabo el espectro de absorción
niéndose los máximos de absorción con los distintos
UV/VIS del mismo compuesto,
reactivos a las siguientes X:
REACTIVO X MAXIMA
MeOH 203, 273, 302
NaOMe 212, 273, 368
NaOMe tras 5’ 212, 280, 368
AlCI3 205, 279, 320, 347
AlCI3+HCI 201, 275, 318
NaOAc 218, 266, 379
NaOAc Iras 5’ 219, 269, 379
191
Tras la interpretación de los espectros obtenidos, encontramos cuatro posibles


















OH O OH O
192
La posición de unión más probable para el reslo azucarado es el grupo
hidroxilo en posición 7.
Tras la revisión bib]iográfica realizada sobre flavonoides del Género
Sideritis, no se encontró ninguna molécula con grupo hidroxilo en posición 5’, por ¡o que
consideramos más próximas a la estructura real las moléculas 1 y III que las demás,
IV.4.3.- Espectroscopia de RMN
Tras realizarse los espectros de RMN del compuesto Fi con las condiciones




Datos espectroscópicos de “C-RMN (CD3OD) del compuesto 1
Los valores señalados con un asterisco () pueden ser intercambiados.
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TABLA 4.41
Datos espectroscópicos de ‘H-RMN (CD3OD) del compuesto ~
(a) las se5ales fueron asignadas por estudios COSY ‘H-’H. Los valores de
desplazamientos químicos se expresan en ppm a partir de TMS, y los valores de la
constante de acoplaminento, J, en Herzios, se presentan entre paréntesis.






























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































7: Ampliación del espectro H-H COSY
La estructura de isoscutelareina (8-hidroxiapigenina) se confirmó con el
espectro de H-RIvIN, en el que se observan dos dobletes indicativos de un acoplamiento
o¡’Io (J8,3Hz) a 6 8,02 y 5 7,03 que se asignan a los protones 2’,6’ y 3’,5’,
respectivamente. Adicionalmente se observan dos singletes a 5 6,88 y 5 6,74<
correspondientes a los protones 6 y 3. Los desplazamientos químicos de los protones 2’ y
3’ hacia 6 8,02 y 6 7,03 son indicativos de un agrupamiento hidroxilo libre no unido a
azúcar en posición 4’.
La comparación de los datos de] espectro 1~C (Tabla 4.40) con los datos de
8-hidroxiapigeninas glicosiladas en posición 7, permite sugerir una localización del resto
azucarado en dicha posición 7.
La señal en el espectro ‘3C a 8 84 corresponde al carbono 2 dc un resto
xililo y es indicativa de la presencia de un disacárido en el cual el carbono anomérico del
resto xililo está unido a la aglicona, mientras que su carbono 2 está unido a una segunda
unidad glicosídica,
Los valores de ‘3C para cl carbono anomérico tanto del resto xililo corno del
otro resto glicosídico a 6 103,7 y 6 102,9 sugieren para ambos esqueletos un sistema de
piranosa con uniones tipo [3.Esto se confirma con el espectro 1H, en el cual se observan
dos dobletes para los protones anoméricos hacia 8 5,15 (glucosa) y 8 5,03 (xilosa), con
constantes de acoplamiento grandes, de 8,3 y 6,9 Hz, respectivamente.
La asignación de las señales glicosidicas del espectro H-RMN está basada
en experimentos de correlación bidimensional H-H (COSY H-H).
La posición de los azúcares y su forma de unión se pudieron confirmar con









a) Se observaron efectos NOE entre el protón anomérico del resto xililo
(6 5,03) y el protón de la posición 6 de la 8-hidroxiapigenina (8 6,88); ello es indicativo
de que la xilosa se une al oxigeno del carbono 7 dc la 8-hidroxiapigenina, como azúcar
interno.
b) Se observaron efectos NOE entre el protón 8 3,8, correspondiente a la
posición 2 de la xilosa, y el protón anomérico de la glucosa; ello confirma que el





De los datos anteriormente expuestos, se confirma que nuestra molécula se
trata de un Isoscutelarefn-7-O-[fl-D-glucopiranosil (1—*2) fi-D-xilop¡ranósidol.










1 .- Al abordar el estudio del contenido en flavonoides en las dieciséis especies
- del Género Sideritis, se intentó, como primer paso, encontrar el mejor procedimiento de
extracción, es decir> aquel con el que se consiguieran extraer la mayor cantidad de los
flavonoides presentes en las especies, tanto en su variedad como en su porcentaje.
Después de analizados cuidadosamente los diferentes procedimientos reseñados
en la bibliografía y con nuestra experiencia personal, decidimos realizar una extracción
secuencial.
El fraccionamiento de cada una de las especies en cinco extractos por
disolventes de polaridad creciente permite un análisis más completo del contenido en
flavonoides, ya que estos se van separando según su mayor o menor polaridad y, por tanto,
afinidad por determinado solvente.
Los extractos hexánicos contienen como flavonoides principales todos aque]los
que poseen grupos metoxilo y que son, por tanto, muy apolares: crisoeriol, gardenina D,
8-metoxicirsilineol y desmetilnobiletina, aunque no aparecen en todas las especies. También
presentan pequeñas cantidades de los flavonoides polares isoseutelareín-7-O-alosil (1 —>2)
glucósido y luteolina, probablemente debido a una extracción demasiado pro]ongada con el
disolvente.
El extracto etéreo de las dieciséis especies es muy rico en flavonoides
rnetoxilados (sideritoflavona, xantomicrol, gardenina D, 8-metoxicirsilineol y
desmetilnobiletina), aunque, al igua] que en ]os extractos anteriores, aparecen pequeñas
cantidades de los flavonoides polares isoscutelarein-glucósido, luteolina e hypolaetina-8-
glucósido.
Todos los extractos acetato de etilo contienen isoscutelareln-7-[O-alosíl (1-42)]
glucósido, luteolina y FI (este último no está presente en SiderUis bUlora y 8/dar/jis pus/da
ssp almeriensis), siendo luteolina el que se encuentra en mayor proporción en todas las
especies. En aquellas especies cuyos extractos etéreos contenían flavonoides apolares, se
observan trazas de los mismos en estos extractos.
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El estudio de los extractos butanólico y acuoso revela que ambos son similares
cualitativamente, siendo la concentración de flavonoides más elevada en e] primero. En ambos
casos, los únicos flavonoides que aparecen son isoscutelarefn-7-glucósido, luteolina y FI.
Estos resultados nos llevan a proponer una secuencia de extracción más corta
en cuanto al número de disolventes; partiremos de un disolvente apolar como el hexano,
siguiendo con un disolvente de mayor polaridad como el éter etf]ico y finalizando la
extracción con un disolvente muy poíar como butano] o metanol.
2.- Si la elección de so]ventes es fundamental en la extracción de principios
activos, otro punto que es necesario considerar es ]a temperatura a la cual debe realizarse la
misma. En general, la extracción con calor favorece el arrastre de compuestos, además de
acortar notablemente e] tiempo del proceso; sin embargo, se corre el riesgo de perder aquellos
compuestos termolábiles que, con una elevada sensibilidad al ca]or, sufren transformaciones
o - degradaciones bajo la acción de temperaturas elevadas.
En nuestro caso, hemos comparado los resultados obtenidos tras la extracción
en frío (en percolador con maceración) y caliente (en soxhleQ de las drogas. Comprobamos,
tras el análisis realizado por CCF< que el extracto obtenido en frío presenta mayor variedad
de compuestos que el segundo, con un porcentaje de los mismos que es equivalente, por lo
cual es el método de extracción elegido para este estudio.
3.- Es de destacar la uti]idad de la cromatografia en capa fina como técnica
de análisis previo de los extractos, ya que nos da una idea, tanto de su composición
(naturaleza de los principios activos) como de la riqueza e identidad (por comparación con
los Rf de patrones puros) de los compuestos flavónicos presentes.
Así, variando las fases móviles y utilizando distintos patrones puros, se obtiene
una aproximación bastante exacta a la composición real de los diferentes extractos.
Aunque el método utilizado sólo es cualitativo, también nos ofrece una idea de
la proporción en que las distintas sustancias se encuentran en cada extracto (atendiendo a la
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intensidad de las manchas resueltas).
4.- Partiendo de los métodos de análisis de flavonoides por HPLC recogidos
en la bib]iografia, se han realizado una serie de modificaciones con el objeto de mejorar la
resolución de los mismos.
Así, se comenzó probando una elución isocrática con ]os solventes A: Agua:
Acido fórmico (98:2) y E: Acetonitrilo; sin embargo, la similitud entre las polaridades de
varios f’lavonoides impedía su correcta separación. De este modo, pasamos a utilizar una
elución en gradiente, comenzando con e] 70% de A y terminando con el 30% en 20 mm, lo
que permitió una mejor resolución de los picos más próximos.
En los primeros análisis se empleé un detector de luz UY de longitud de onda
variable operando a 360 nm; posteriormente pasamos a utilizar un detector diodo array a 254
nm por sus mayores prestaciones, tales como la evaluación de la pureza de los picos eluidos
por superposición de los espectros obtenidos correspondientes al inicio, altura máxima y final
de cada pico. Además, este detector permite evaluar la eficacia del método en la correcta
separación de todos los componentes, ya que ]a ]ectura de la absorbancia de los espectros nos
indica si estos corresponden a un solo compuesto y, por lo tanto, éste es puro.
Sin embargo, a 254 nm el ácido fórmico presentaba una elevada absorbancia
que interfería con la de los compuestos flavónicos de las muestras. Por lo tanto, decidimos
introducir el ácido acético en vez del ácido fórmico como modificador ácido, ya que resulta
tan eficaz como el segundo en cuanto a la supresión de la cola de los picos y supone la
ventaja de no interferir en el análisis por no presentar absorción a esta ]ongitud de onda.
Por último, en sucesivos análisis y comenzando con una proporción del solvente
A dcl 10% y aumentándola hasta un 100%, se realizaron variaciones en e] gradiente hasta
obtener una composición final, que fu-e aquella con la cual se obtuvo mejor resolución de los
picos y se empleó para el estudio final de los extractos.
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Las mismas condiciones de análisis por HPLC analítica, con la única variación
del flujo y volumen inyectado, fueron empleadas para el estudié por HPLC semipreparativa
de] extracto acetato de etilo de 8/derMis tuteo/a, con el fin de obtener cantidad suficiente del
flavonoide denominado Fi para su posterior elucidación estructural por RMN.
E] método de análisis puesto a punto nos ha permitido, con una composición
de la fase móvil sencil]a y económica, obtener una buena reso]ución de los flavonoides en
estudio; esto, unido a un corto tiempo de análisis (2omin) y a una alta reproducibilidad, hace
que e] método sea óptimo para el análisis de extractos vegeta]es, tan complejos y dificiles de
resolver, siendo clave para el estudio de especies del Género Sideritis, género tan
controvertido en su clasificación por la gran cantidad de hibridaciones que presenta.
5.- Se ha aislado por HPLC semipreparativa a partir del extracto acetato de
etilo de 8/dep/fis Juico/a el compuesto denominado FI: 8-hidroxiapigenfn-7-O-fl3-D-
glucopiranosil (l—>2)-j3-D-xilopiranásido], compuesto no descrito con anterioridad
y presente en todas las especies estudiadas excepto en SiderUis t4flot’a y Siderigis pus/Ita ssp
almeriensis.
Dadas las características del compuesto aislado y su similitud estructural con
aquellos flavonoides con probada acción antiinflamatoria, consideramos interesante proponer
el estudio farmacodínámico del mismo, con objeto de comprobar si éste también posee esta
actividad.
6.- Hemos conseguido, tras el análisis por HPLC de todos los extractos, aportar
por primera vez para estas especies, tanto la distribución de los flavonoides que contiene cada
una de ellas, como el porcentaje total de cada uno en la planta. Este dato tan importante nos
pennite diferenciar claramente dos grupos dentro de las dieciséis especies estudiadas; en el
primero se incluyen aquellas que contienen fundamentalmente flavonoides polares,
encontrándose únicamente trazas de las apolares: Sideritisfoeíens, .S’iderihis tuteo/a, Sideritis
.‘eucandia var incana, Sideritis cillensis, Sideritis pus/Ita, 8/derMis glauca y Sideritis incana
ss,p iricana.
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En el segundo grupo se encuadran las especies Sider¡fis almeriensis, Sideritis
hirsuta, 8/dep/jis leucantha var serratfol/a, Syderitis hl/lora, 8/deritis leucaniha var incafla
ssp meridionalis, Sideritis bourgeana, Sideritis pus/tía ssp almer/ensis, 8/den/ls ibanyezii y
Sideritis pus lila ssp pus/ita var granatensís, las cuales, aún presentando mayor riqueza en
flavonoides polares, poseen una cantidad apreciable de los apolares.
Esta división coincide plenamente con la encontrada en la bibliografía y que
atribuye una mayor abundancia de uno u otro tipo de flavonoides a ]as distintas especies según
la subsección (dentro de la sección Sideritis) a ]a que correspondan.
Además, los resultados obtenidos nos permiten corroborar la importancia desde
el punto de vista quimiotaxonómico, ya expuesta por algunos autores, del estudio de los
flavonoides de excreción del vegetal, compuestos apolares que no se arrastran en la extracción
más general de los flavonoides (realizada con metanol o etano]) y que, sin embargo, son
cruciales a la hora de la clasificación botánica de la p]anta.
7.- De acuerdo con la revisión bibliográfica realizada, 8/derMis almeriensis
Pau. es sinónimo de 8/derifis pus/lía ssp alineriensis (Pau3 H.T. Malagarriga. Sin embargo,
los análisis realizados por nosotros por HPLC de ejemp]ares de ambas plantas, nos permiten
afirmar que este dato es erróneo, ya que su composición en flavonoides es distinta tanto cuali
como cuantitativamente: 8/cleril is almer/ensis posee muchamenor cantidad de isoscutelareín-7-
glucósido que 8/derMis pus//la ssp ahneriensis, y presenta cantidades apreciables de
sideritoflavona, xantomicrol y gardenin D, compuestos que no aparecen en la segunda especie;
además, Sider/tis almeriensis no contiene 8-metoxicirsilineol, flavonoide bastante abundante
en Siderilis pus/lía ssp almeriensis. El contenido en desmetilnobiletina es bastante más elevado
en 5/den/fis pus/lía ssp almeriensis que en 8/derMis almeniensis.
Estas importantes diferencias en su composición química nos llevan a concluir
que ambas especies no son la misma, por lo que seria necesario realizar una nueva
clasificación de las mismas.
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8.- Así mismo, 8/derMis h~lora Porta et Rigo se encuentra como sinónimo de
.SYder/tis bourgeana Boiss. et Reut. en la bibliografía consultada. Al igual que en el caso
anterior, su análisis fitoquimico nos permite diferenciar ambas especies; 8/derMIs búlora
presenta un mayor contenido de isoscutelareín-7-glucósido, crisoeriol y xantomierol, y mucho
menor en luteolina; además, no contiene hyp•olaetina-8-gluoósido ni desmetilnobiletina,
flavonoides presentes en 8/derMis hourgeana. Esta última no contiene 8-metoxicirsilineol,
presente en 8/derMis bflora.
Nuevamente, la precisión de la metodología utilizada nos ha permitido detectar
errores en la clasificación ya establecida.
9.- El último objetivo propuesto para este trabajo de Tesis Doctoral era el de
justificar el empleo popular de diversas especies del Género SiderMIs corno antiinflamatorio
y antiulceroso atendiendo a la riqueza en su composición química de diversos flavonoides con
actividad antiinflamatoria comprobada por diversos métodos experimentales.
A nivel popular se uti]iza la parte aérea de la planta para realizar una infusión
que será posteriormente ingerida. Una vez conocida la naturaleza de los flavonoides presentes
en estas especies, podemos afirmar- que los compuestos contenidos en este proceso de
extracción acuosa en caliente serán aquellos flavonoides de más elevada polaridad, es decir,
isoscutelareín-7-[0-alosil (1 —÷2)]glucósido, luteolina, hypolaetina-8-O-13-D-glucósido y Fi.
Existen diversos trabajos que confirman la acción antiinflamatoria y antiulcerosa de
isoscutelareín--7-glucósido e hypolaetina-8-glucósido, así como la acción vasodilatadora de
luteotina y apigenina; por lo tanto, aquellas especies que presenten mayor contenido en estos
flavonoides, serán las probablemente posean una acción más acusada,
Por lo tanto, podemos justificar e] empleo popular de la infusión de 8/derMis
foetens, 8/deritis hirsuta, Sideritls teucan/ha var serratifolia, Sidetitis houi’geana, SiderMis
¡banyezi¡ y Sideritis pus//la por su elevado contenido en los flavonoides anteriormente citados,
proponiendo, por el mismo motivo, las especies 8/derMis b¿/lora, 8/derMis ¡cucan/ha var
meridionalis, Sideritis pus/Ita ssp pus/tía var granatensis y 8/derMis c/llensis como posible
fuente de los mismos.
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MVI.- CONCLUSIONES
1.- Tras el análisis de los resultados obtenidos para los diferentes extractos objeto
de este estudio, se propone una optimización del método de extracción que consiste en una
maceración y percolación en frío con disolventes de polaridad creciente, empezando con un
disolvente apo]ar como e] hexano, seguido de uno de polaridad intermedia como cl éter etílico
y finalizando la extracción con un disolvente muy poíar como el butanol o el metanol.
Es de resaltar la utilidad de la Cromatografía en Capa Fina como técnica de apoyo
en el análisis de los extractos vegejales, proporcionando una aproximación bastante exacta a su
composición real.
2.- El método de análisis por Cromatografía Líquida de Alta Eficacia puesto- a
punto nos ha permitido, con una composición de la Fase Móvil sencilla y económica (Solvente
A: Agua:Acido acético (98:2) y Solvente B: Acetonitrilo, en una combinación de elución en
gradiente e isocrático), obtener una buena resolución de los flavonoides en estudio; esto, unido
a un corto tiempo de análisis (2omin) y a una alta reproducibilidad, hace que el método sea
óptimo para el análisis de extractos vegetales, tan complejos y difíciles de resolver, y, así mismo,
es clave para el estudio de las especies del Género 8/derMis, género ten controvertido en su
clasificación por la gran cantidad de hibridaciones que presenta.
3.- Se ha aislado, por HPLC semipreparativa, un nuevo flavonoide cuya estructura
ha sido elucidada por técnicas espectroscópicas de absorción UV!VIS y de Resonancia Magnética
Nuclear tanto de Y como de 13C,; este compuesto no ha sido descrito con anterioridad, y está
presente en la mayoría de las especies estudiadas, siendo su estructura química la siguiente:
lsoscute1arein-7-O-f~3-D-g1ucopiranosi1 (1 —*2) ~-D-xi1opiranásicIo].
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4.- Consideramos como flavonoides marcadores en tas especies estudiadas:
lsoscutelareín-7-O-alosil-[3-D-glucósido, Luteolina, Hypolaetina-8-O-[3-D-glucósido, ecrisoeriol,
Sideritoflavona, Gardenina D y Desmetilnobiletina, por encontrarse en prácticamente la totalidad
de las especies estudiadas y, casi siempre, en cantidad apreciable.
Esto nos permite:
a) Establecer una diferenciación de las dieciséis especies estudiadas en dos grupos,
según su mayor o menor abundancia en los distintos tipos de flavonoides.
En el primero se incluyen aquellas que contienen fundamentalmente flavonoides
polares, encontrándose únicamente trazas dc las apolares: 8/derMis foetens, SIde,i¡tis lateo/o,
Siderifis leucaniha va>’ meona, Sideritis cillen,sis, Sideritis pus/ño, Sideritis glauca y 8/derMis
incana ssp incancz.
En el segundo grupo se encuadran las especies Síderitis alzne,’iensis, Siderifis
hirsuta, Sideritis /eucanrha var serratffoI/a, 8/derMis hl/lora, Sideritis leucaniha va>’ incana ssp
meridionalis, Sider/tis 1w urgeana, 8/derMis pus/tía ssp almerlensis, 8/derMis ihanyez// y Sideritis
pus/i/o ssp pMsvlIa var granazensis, las cuales, aún presentando mayor riqueza en flavonoides
polares, poseen una cantidad apreciable de los apolares.
b) Afirmar que la especie 8/derMIs alineriensis Pan. no es sinónimo botánico de
SIderitis pus/ha ssp atmeriens/s (Pau.) H.T. Malagarríga
c) Afirmar que la especie 8/derMis balata PerLa et Rigo no es sinónimo botánico
de Siderias baurgeana lBoiss. & ReuL.
Una vez más, se pone dc manifiesto la importancia del estudio quimiotaxonómico
de las especies como contribución a la determinación botánica de las mismas.
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5’- Justifícanios el empleo popular de las especies Sideritis foetens. Sideritis
hirsuta, 8/dep/fis teucaneha var serraqiotra, 8/dep/fis bourgeana, Sideritis ibanyezll y Sicleritis
pusitia atendiendo a su contenido en flavonoides con probada acción antiinflamatoria.
Creemos necesario reseñar la conveniencia de comprobar Ja correlación entre el
contenido en flavonoides y el de temenoides y la actividad farmacológica de estas especies, de
manera que, en un futuro, mediante un simple análisis fitoqulmico de la planta, se pueda conocer
de antemano su potencia de acción farmacológica.
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